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Nouveaux genes de Candida albicans et 



les proteines codees par ces ggnes. 



La presente invention concerne de nouveaux gSnes de 
5 Candida albicans et les proteines codees par ces gdnes ainsi 
que les polynucleotides (ARN, ADN) codant pour ces proteines 
ou pour les polypeptides analogues de ces proteines. 

La presente invention concerne egalement le procede de 
preparation de ces polypeptides et polynucleotides, leur 
10 utilisation pour 1' etude de myc&tes pathogSnes et notamment 
de Candida albicans et pour la preparation d' inhibiteurs des 
proteines codees par les genes de la presente invention, ces 
inhibiteurs pouvant §tre utilises comme agents antifongiques . 
La presente invention concerne egalement les compositions 
15 pharmaceutiques contenant de tels inhibiteurs. 

La presente invention concerne done notamment de 
nouvelles proteines de Candida albicans et les sequences 
nucieotidiques codant pour ces proteines, leur preparation et 
leurs utilisations. 
20 Nous utiliserons egalement ci-aprds les abreviations 

suivantes : AA pour acides amines, AN pour acides nucieiques, 
ARN pour acide ribonucieique, ARNm pour ARN messager, RNase 
pour ribonuciease, ADN pour acide desoxyribonucieique, ADNc 
pour ADN compiementaire, pb pour paires de bases, PCR pour 
25 reaction en chalne par une polymerase, C.a. ou C. albicans 
pour Candida albicans, E. coli pour Escherichia coli et 
S. cerevisiae pour Saccharomyces cerevisiae. 

Le terme criblage utilise ci-apr£s correspond au terme 
anglosaxon screening. 
30 Le terme polynucleotides designe ci-aprds les polynucleotides ■ 
de la presente invention soit les sequences d'ADN et 
egalement ARN codant- pour les proteines de la presente 
invention et leurs homologues codant pour des proteines de 
mSme fonction. 

35 Le terme polypeptides designe ci-aprds les polypeptides 

de la presente invention soit les proteines de la presente 
invention et leurs analogues ou homologues fonctionnels tels 
que definis ci-apr£s, ayant done les memes fonctions. 
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Le terme mycete d£signe ci-aprSs un organisme eucaryote, 
porteur de spores, dont la nutrition se fait par absorption, 
qui est dipourvu de chlorophylle et qui se reproduit de fagon 
sexuSe ou asexuSe. 
5 Les mycoses sont des infections de l'homme ou des 

animaux qui peuvent etre superf icielles ou profondes, caus€es 
par des champignons pathogenies. Dans le cas de mycoses 
profondes, elles peuvent Stre trSs sSvSres et de pronostic 
grave . 

10 Des substances antimycotiques a effets fongistatiques ou 

fongicides sont utilises dans le traitement des mycoses. Ce 
traitement est difficile car il existe peu de substances 
antifongiques disponibles pour la thSrapeutique et qu 1 elles 
ont souvent des effets secondaires qui limitent leur 

15 utilisation. Par exemple, 1 'Amphotericine B # qui reprSsente 
le traitement de choix des mycoses profondes, a des effets 
secondaires n£phrotoxiques . 

II existe done une forte demande pour de nouvelles 
substances efficaces contre les champignons pathogSnes et 

20 susceptibles d'etre utilises en thfirapeutique contre les 
infections fongiques. Ces substances pourront etre utilisSes 
soit en prophylaxie, dans le cas des §tats d' immunodSpression 
graves soit en traitement curat if des infections fongiques. 
De plus, ces substances devront avoir un mode d 1 action 

25 specif ique, leur permettant d'inhiber la croissance ou de 
tuer les cellules de mycStes sans alt£rer les fonctions 
essentielles des cellules humaines. 

I/objet de la prfisente invention est de proposer des 
gdnes pouvant constituer de nouvelles cibles pour 

30 l 1 identification de substances antifongiques et notamment de 
substances permettant de traiter les infections dues aux 
champignons du genre Candida. 

Ces ggnes seront notamment des gdnes essentiels 
indispensables k la survie et i la multiplication des 

35 cellules. 

DiffSrentes methodes peuvent §tre utilisSes pour 
determiner si le produit d'un gSne est essentiel cl la survie 
d'un mycSte ou essentiel & 1 'Stablissement ou au maintien 



d'une infection. L' identification du caractSre essentiel d'un 
g§ne apporte une information additionnelle concernant sa 
fonction et permet de sfilectionner les gSnes dont le produit 
constitue une cible intSressante pour une substance 
5 antifongique. Des exernples de ces mSthodes sont rSsumfis 
briSvement ci-apr&s. Ces mSthodes sont d^crites dans les 
ouvrages suivants : 

- Guthrie C. and Fink G.R. Eds. Methods in Enzymology, 
Vol 194, 1991, 'Guide to Yeast Genetics and Molecular 

10 Biology', Academic Press Inc. 

- Rose A.H., A.E. Wheals and J.S. Harrison Eds. Trie 
yeasts, Vol.6, 1995, % Yeast Genetics' , Academic Press Inc.. 
Ausubel F. et al. Eds. "Short Protocols in Molecular 
Biology', 1995, Wiley. 

15 - Brown A. J. P. and Tuite M.F. (Eds) 'Yeast Gene Analysis' 

Methods in Microbiology, Vol 26, 1998, Academic Press Inc. 

■Selon les cas, on utilisera I'une ou l 1 autre des 
mSthodes dScrites en fonction du r£sultat recherchS. 
Notamment, on pourra procSder par une m§thode d'inactivation 

20 directe du gSne ou d'inactivation transitoire du g£ne. 

Dans la levure S. cerevisiae, la m^thode la plus 
couramment utilis§e consiste S inactiver le g§ne Studifi dans 
le chromosome de la levure. L' allele sauvage est inactive par 
insertion d'un marqueur gfinfitique (par exemple un g£ne 

25 d'auxotrophie ou un marqueur de resistance), Cette insertion 
est obtenue en general par la methode de conversion gSnique a 
l'aide de cassettes de delation lin§aires pr6par€es selon les 
mSthodes connues telles que dScrites dans Guthrie C. and Fink 
G.R. Eds. Methods in Enzymology, Vol 194, 1991, 'Guide to 

30 Yeast Genetics and Molecular Biology', Academic Press Inc. ou 
dans Gultner et al. Nucleic Acid Research, 1996, 24: 2519- 
2524. 

L'inactivation se fait dans une souche diploide puis la 
mSiose est induite par des mSthodes classiques comme par 
35 exemple la croissance en milieu pauvre en azote et les quatre 
spores issues d'asques individuels sont isol€es par 
micromanipulation. L'inactivation d'un gSne essentiel se 
traduit par une perte de viability des deux spores (sur 



4 

quatre) qui ont acquis le marqueur de selection. La viability 
de ces spores peut €tre restaurSe par 1 • introduction dans la 
souche d'un plasmide centrom£rique ou rSplicatif portant une 
copie du g§ne sauvage. 
5 On peut figalement procgder par inactivation transitoire 

du gene : 1* utilisation de promoteurs rfigulables perraet 
Sgalement de determiner si un gine est essentiel & la survie 
d'une cellule. Pour ce faire, on remplace le promoteur natif 
du g£ne par un promoteur regulable directement sur le 

10 chromosome ou sur un plasmide extra-chromosomique. On peut 
par exemple utiliser le promoteur GAL ou ses dSrivSs ou le 
promoteur tetO (Mumberg et al. 1994, Nucleic Acid Research, 
22 : 5767-5768 ; Belli et al. 1998, Yeast, 14 : 1127-1138). 
Le caractere essentiel du ggne £tudi£ peut ainsi etre observe 

15 lorsque le promoteur utilise est reprime, soit dans les 
souches haploides chez la levure S. cerevisiae, soit aprds 
inactivation du deuxieme allele chez les micro-organismes 
diploides tels que C. albicans. 

A partir d'un gene essentiel connu dans une espSce, on 

20 peut proceder a 1' identification de gdnes homologues ou de 
meme fonction dans une autre espdce de mycSte : les methodes 
connues peuvent etre utilis€es pour identifier les genes 
homologues d'un gene etudie dans une autre esp&ce de mycSte 
(gSnes dits *orthologues' ) ou les gSnes de meme fonction que 

25 le g£ne etudie. Des exemples de methodes utilisables sont 
developpees ci-apr£s. Ces methodes sont dScrites dans les 
ouvrages suivants : 

Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. 

30 - Ausubel F. et al. Eds. % Short Protocols in Molecular 

Biology' , 1995, Wiley. 

- Guthrie C. and Fink G.R. Eds. Methods in Enzymology, 
Vol 194, 1991, 'Guide to Yeast Genetics and Molecular 
Biology', Academic Press Inc. 

35 On peut proceder par exemple par criblage par homologie, 

par complementation g6nique ou encore par amplification par 
PCR en utilisant des amorces specif iques i partir de banques 
d'ADN genomique ou de banques d'ADN compiementaire (ADNc) des 



mycStes pathog^nes. 

Les banques d'ADN g&iomique ou d'ADNc peuvent §tre 
preparSes selon les methodes connues et les fragments 
polynuclSotidiques obtenus sont intSgres dans un vecteur 
5 d 1 expression, par exemple un vecteur tel que pRS423 ou ses 
derives qui sont utilisables aussi bien dans la bactgrie £. 
coli que dans S. cerevisiae. Le criblage de la banque se fera 
par les mSthodes classiques d' hybridation in situ sur une 
rSplique des colonies bactSriennes . Les conditions 
10 d' hybridation seront adaptfies k la stringence voulue pour la 
reaction, de fagon k identifier des fragments de plus ou 
moins grande homologie avec le gSne StudiS. 

Les gSnes des autres espSces de mycStes peuvent 
egalement etre identifies par des methodes connues dites de 
15 * complementation gSnique' . Par exemple, une souche de 

S. cerevisiae dans laquelle un g£ne essentiel identifi§ a 6t6 
place sous le controle d ! un promoteur regulable peut itre 
transformSe par un gchantillon reprSsentatif d'une banque 
d'ADN ou d'ADNc correspondant au mycSte §tudi£ tel que 
20 C. albicans. Lorsque les levures sont cultivSes dans des 
conditions telles que le promoteur est rgprim£, seules 
peuvent survivre les levures portant un vecteur recombinant 
contenant une sequence du mycSte £tudi£ fonctionnellement 
gquivalente au gSne essentiel initial. La sequence du gdne 
25 dans le mycSte StudiS est ensuite identifiSe en isolant le 
vecteur recombinant et en le sSquengant selon les mfithodes 
connues. De la meme fa<?on, la mgthode dite de 'plasmid 
shuffle' permet de sfilectionner les levures ayant perdu 
1' expression du gSne essentiel initial et contenant une 
30 sequence fonctionnellement Squivalente provenant d'un autre 
mycete. 

L'£tude peut §tre rSalisSe sur diffSrentes espdces : les 
gSnes fonctionnellement Equivalents ou homologues en sequence 
& un g£ne essentiel peuvent §tre isol€s dans d' autres mycStes 
35 et notamment dans les diffSrents mycStes pathogSnes pour 
I'homme. Pour cela peuvent §tre utilises notamment les 
mycStes appartenant aux classes Zygomycetes, BasidiomycStes, 
AscomycStes et Deut£romyc£tes . Tout particuliSrement , les 
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mycetes appartiendront aux sous-classes Candida spp. , 
notamment Candida albicans, Candida glabrata, Candida 
tropicaliSf Candida parapsilosis et Candida krusei. Les 
mycStes appartiendront egalement aux sous -classes Aspergillus 
5 fumigatusr Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatidis, 
Paracoccidioides brasiliensis et Sprorothrix schenckii. 

La prfisente invention concerne ainsi 1' identification de 
substances antimycotiques telles que notamment de substances 
10 ant i- Candida albicans. 

La pr^sente invention concerne ainsi des inhibiteurs de 
protSines fongiques pouvant etre utilises comme agents 
antifongiques . 

On connait ainsi des organismes pathogSnes tels que la 
15 levure pathogene Candida albicans qui causent des maladies 
infectieuses dans l'organisme humain. Dans le but de trouver 
des moyens de traiter des maladies, on peut choisir des 
cibles telles que par exemple intracellulaires et l'une ou 
plusieurs des protSines de la pr^sente invention codfies par 
20 les gSnes de la prSsente invention peut ou peuvent Stre l'une 
ou certaines de ces cibles. 

La prSsente invention a ainsi permis d'isoler des 
polynucleotides ADN et ARN codant pour des proteines de 
Candida albicans et de reveler leurs sequences 
25 nucleotidiques. 

Nous appellerons les genes' de la prSsente invention 
codant pour les protfiines de Candida albicans de la presente 
invention comme suit : CaDR472, CaDR489, CaDR527 sous forme 
de deux alleles diffSrents soit iCaDR527 et 2CaDR527, 
30 CaFL024, CaNL260 et CaDR361. 

Les sequences nuclSotidiques de ces genes (et des deux 
alleles pour CaDR527) sont donnfis dans le listing de 
sequences ci-apr§s et sont respect ivement nomm6s comme suit : 

- SEQ ID N° 1 pour CaDR472 # 
35 - SEQ ID N° 3 pour CaDR489, 

- SEQ ID N° 5 pour le ler allele de CaDR527 soit lCaDR527, 

- SEQ ID N° 7 pour le 2eme allele de CaDR527 soit 2CaDR527, 

- SEQ ID N° 9 pour CaFL024, 



- SEQ ID N° 11 pour CaNL260 

- et SEQ ID N° 13 pour CaDR361. 

Les sequences polypeptidiques des proteines codfies par 
les gdnes de la presente invention sont respectivement 
5 nominees comme suit : 

- SEQ ID N° 2 ou PCaDR472 pour la proteine codfie par 
CaDR472, 

- SEQ ID N° 4 ou PCaDR489 pour la protgine cod^e par 
CaDR489, 

10 - SEQ ID N° 6 ou lPCaDR527 pour la proteine codSe par 
lCaDR527, 

- SEQ ID N° 8 ou 2PCaDR527 pour la protgine codSe par 
2CaDR527, 

- SEQ ID N° 10 ou PCaFL024 pour la proteine codfie par 
15 CaFL024, 

- SEQ ID N° 12 ou PCaNL260 pour la proteine codee par 
CaNL260 

- et SEQ ID N° 14 ou PCaDR361 pour la proteine codge par 
CaDR361. 

20 La prgsente invention a done pour objet des 

polynucleotides isoies contenant chacun une sequence 
nucieotidique choisie dans le groupe suivant : 

a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moins 
60 % et de preference au moins 70 % d' identity avec un 
25 polynucleotide codant pour un polypeptide ayant la mgme 
fonction et ayant une sequence en acides amines homologue 
d'une sequence choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID 
N° 14, telles que dSfinies ci-dessus et ci-aprgs, 
30 b) un polynucleotide compiementaire du polynucleotide a) 

c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases 
consecutives du polynucleotide def ini en a) et b) . 

La presente invention a ainsi pour objet les 
polynucleotides def ini s ci-dessus tels que ces 
35 polynucleotides sont des ADN. 

La presente invention a ainsi pour objet les 
polynucleotides definis ci-dessus tels que ces 
polynucleotides sont des ARN. 
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La presente invention a plus precisSment pour objet les 
polynucleotides tels que definis ci-dessus comprenant chacun 
une sequence de nucleotides choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID 
N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et 
5 SEQ ID N° 13 telles que definies ci-dessus et ci-aprSs. 
La presente invention a ainsi permis d'isoler les 
sequences d'ADN codant respect iveraent pour les prolines de 
Candida albicans PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, 
PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361, telles que definies ci-dessus. 
10 La presente invention a egalement permis de reveler les 

sequences d'acides nucieiques des genes de la presente 
invention et egalement les sequences d'acides amines des 
prolines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, 
PCaNL260, PCaDR361, codees par ces ggnes. 
15 La presente invention a ainsi pour objet les sequences 

d'ADN telles que definies par les polynucleotides ci-dessus, 
caracterisees en ce que ces sequences d'ADN sont celles des 
gdnes codant respectivement pour des proteines de Candida 
albicans (ayant les mimes fonctions que les proteines 
20 PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527 f PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR361) et contenant chacune une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13 telles que 
definies ci-dessus et ci-aprSs. 
25 Une telle sequence SEQ ID N° 1 de la presente invention 

comprend done 747 nucleotides. * 

Une telle sequence SEQ ID N° 3 de la presente invention 
comprend done 711 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 5 de la presente invention 
30 comprend done 1383 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 7 de la presente invention 
comprend done 1383 nucleotides. 

Une telle sequence SEQ ID N° 9 de la presente invention 
comprend done 2262 nucleotides. 
35 Une telle sequence SEQ ID N° 11 de la presente invention 

comprend done 447 nucleotides, 

Une telle sequence SEQ ID N° 13 de la presente invention 
comprend done 966 nucleotides. 



La prSsente invention a aussi pour objet les sequences 
d'ADN de gdnes telles que dgfinies ci-dessus codant chacune 
pour une sequence d'acides amines choisie parmi SEQ ID N° 2, 
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID .N° 10, SEQ ID 
5 N° 12 et SEQ ID N° 14. 

La sequence SEQ ID N° 2 de la protfiine PCaDR472 comprend 
done 248 AA. 

La sequence SEQ ID N° 4 de la protSine PCaDR489 comprend 
done 236 AA. 

10 La sequence SEQ ID N° 6 de la protfiine lPCaDR527 

comprend done 460 AA. 

La sequence SEQ ID N° 8 de la prot§ine 2PCaDR527 
comprend done 460 AA. 

La sequence SEQ ID N° 10 de la proteine PCaFL024 
15 comprend done 753 AA. 

La sequence SEQ ID N° 12 de la protgine PCaNL260 
comprend done 148 AA. 

La sequence SEQ ID N° 14 de la protSine PCaDR361 
comprend done 321 AA. 
20 La prSsente invention a particuli£rement pour objet les 

sequences d'ADN codant pour les protSines PCaDR472, PCaDR489, 
lPCaDR527, 2PCaDR527 f PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 telles que 
d€finies ci-dessus ainsi que les sequences d'ADN qui 
hybrident avec celles-ci et/ou present ent des homologies 
25 significatives avec ces sequences ou des fragments de celles- 
ci et codent pour des prolines' ayant les m€mes fonctions. 

La prSsente invention a Sgalement pour objet les 
sequences d'ADN telles que dSfinies ci-dessus comprenant des 
modifications introduites par suppression, insertion et/ou 
30 substitution d'au moins un nucleotide codant pour des 
prolines ayant les mSmes activitSs que les proteines 
PCaDR472, PCaDR48 9, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR361 telles que d£finies ci-dessus. 

La prSsente invention a notamment pour objet les 
35 sequences d'ADN telles que d£finies ci-dessus ainsi que les 
sequences d'ADN qui ont une homologie de sequence 
nuclSotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec lesdites sequences d'ADN. 
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La prSsente invention a ainsi Sgalement pour objet les 
sequences d'ADN telles que dSfinies ci-dessus ainsi que les 
sequences d'ADN qui codent pour des prolines de fonctions 
sirailaires dont les sequences respectives en AA ont une 
5 homologie d'au moins 40 % et notamment de 45 % ou d'au moins 
50 %, plutdt au moins 60 % et de pr£f€rence au moins 70 % 
avec les sequences en AA codSes par lesdites sequences d'ADN. 

Par sequences qui hybrident, on inclut les sequences 
d'ADN qui hybrident avec l'une des sequences d'ADN ci-dessus 

10 sous des conditions standard de stringence £lev€e, moyenne ou 
basse et qui codent pour un polypeptide ayant la m§me 
f one t ion. Les conditions de stringence sont celles r6alis€es 
dans les conditions connues de l'homme du metier telles que 
celles dScrites par Sambrook et al, Molecular cloning, Cold 

15 Spring Harbor Laboratory Press, 1989. De telles conditions de 
stringence sont par exemple une hybridation a 65°C, pendant 
18 heures dans une solution 5 x SSPE ; 10 x Denhardt's ; 
100 tig/ml ADNss ; 1 % SDS suivie de 3 lavages pendant 5 
minutes avec 2 x SSC ; 0,05 % SDS, puis 3 lavages pendant 15 

20 minutes & 65°C dans 1 x SSC ; 0,1 % SDS. Les conditions de 
forte stringence comprennent par exemple une hybridation k 
65°C, pendant 18 heures dans une solution 5 x SSPE ; 10 x 
Denhardt ; 100 pg/ml ADNss ; 1 % SDS suivie de 2 lavages 
pendant 20 minutes avec une solution 2 x SSC ; 0,05 % SDS 5 

25 65°C suivis d'un dernier lavage pendant 45 minutes dans une 
solution 0,1 x SSC ; 0,1 % SDS a 65 °C. Les conditions de 
stringence moyenne comprennent par exemple un dernier lavage 
pendant 20 minutes dans une solution 0,2 x SSC, 0,1 % SDS & 
65°C. 

30 Par sequences qui prSsentent des homologies 

signif icatives, on inclut les sequences ayant tone identity 
modSrfie ou importante de sequence nuclSotidique avec l'une 
des sequences d'ADN ci-dessus et qui codent pour une prot^ine 
ayant la meme fonction. 

35 Par sequence d'ADN similaires, on entend ainsi des 

sequences d'ADN qui peuvent appartenir i d'autres mycStes que 
Candida albicans et notamment & S.c. et qui. sont similaires 
ou identiques aux sequences d'ADN des genes de Candida 
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albicans tels que definis ci-dessus. Ces sequences d'ADN 
sitnilaires ne sont pas forcemeat identiques aux sequences 
d'ADN des genes tels que definis ci-dessus, L' homologie de 
sequence au niveau nucieotidique peut-§tre modSrSe ou 
5 importante. La pr£sente invention concerne ainsi notamment 
les sequences d'ADN qui prSsentent une homologie de sequence 
nucieotidique d'au moins 50 %, de fagon prSf6r€e d'au moins 
60 % et de fagron encore plus pr6f6r€e d'au moins 70 % avec 
les sequences des gSnes de la presente invention. 
10 De plus, ces sequences d'ADN similaires ne codent pas 

forcement pour des prolines identiques, au niveau des 
sequences en acides amines aux proteines codees par les gdnes 
tels que definis ci-dessus. Ainsi la presente invention 
concerne notamment les sequences d'ADN qui codent pour des 
15 proteines dites homologues ayant une homologie de sequence en 
acides amines d'au moins 40 %, notamment 45 %, de faq:on 
preferee au moins de 50 %, de fa$on plus p referee au moins de 
60 % et de fagon encore plus preferee au moins de 70 % avec 
les prolines codees par les g§nes de la presente invention. 
20 Chaque gSne de la presente invention est represent e 

comme une sequence ADN simple brin comme indique dans SEQ ID 
N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ 
ID N° 11 et SEQ ID N° 13 representees respect ivement dans le 
listing de sequences ci-apr£s, mais il est entendu que la 
25 presente invention inclut la sequence ADN complSmentaire de 
cette sequence ADN simple brin et inclut egalement la 
sequence ADN dite double brin constitute de ces deux 
sequences ADN compiementaires d'une de 1' autre. 

Les sequences d'ADN telles que definies ci-dessus sont 
30 des exemples de combinaison de codons codant pour ies acides 
amines correspondant respectivement aux sequences d' acides 
amines SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, 
SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, telles que 
definies ci-dessus, mais il est entendu egalement que la 
35 present e invention inclut toute autre combinaison arbitraire 
de codons codant pour ces memes sequences d' acides amines. 

Pour la preparation des polynucleotides et notamment des 
sequences d'ADN telles que definies ci-dessus, des sequences 
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d'ADN modifiSes comme indique ci-dessus ou encore des 
sequences d'ADN homologues telles que dSfinies ci-dessus, on 
peut utiliser les techniques connues de l'homme du mStier et 
notamment celles dScrites dans l'ouvrage de Sambrook, J. 
5 Fritsh, E. F. § Maniatis, T. (1989) intitulS : 'Molecular 
cloning : a laboratory manual', Laboratory, Cold Spring 
Harbor NY. 

Les sequences. d'ADN homologues telles que dSfinies ci- 
dessus peuvent notamment etre isolSes selon les m€thodes 

10 connues de l'homme du metier par exemple par la technique de 
PCR en utilisant des amorces nuclSotidiques dSgSnSrfies pour 
amplifier ces ADN k partir de banques genomiques ou de 
banques d'ADNc des mycStes correspondants. Les ADNc peuvent 
£galement etre pr£par£s k partir d'ARNm isolSs de myc§tes 

15 d'esp&ces difffirentes §tudi€es dans le cadre de la prSsente . 
invention telles que Candida albicans mais par exemple et 
tout aussi bien : Candida stellatoidea, Candida tropicalis, 
Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida pseudotro- 
picalis, Candida quillermondii, Candida glabrata, Candida 

20 lusianiae ou Candida rugosa ou encore des mycdtes telles que 
Saccharomyces cerevisiae ou encore des mycetes du type Asper- 
gillus ou Cryptococcus et notamment, par exemple, Aspergillus 
fumigatus, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paracoc- 

25 cidioides brasiliens et Sporothrix schenckii ou encore des 
mycStes des classes des phycom>c£tes or eumycStes en 
particulier les sous-classes de basidiomyc&tes, ascomycStes, 
mehiascomyc€tales (levure) et plectascales, gymnascales 
(champignon de la peau et des cheveux) ou de la classe des 

30 hyphomycetes, notamment les sous-classes conidiosporales et 
thallosporales parmi lesquels les espSces suivantes : mucor, 
rhizopus, coccidioides, Paracoccidioides (blastomyces, 
brasiliensis) , endomyces (blastomyces) , aspergillus, menici- 
lium (scopulariopsis) , trichophyton (ctenomyces) , epidermo- 

35 phton, microsporon, piedraia, hormodendron, phialophora, 

sporotrichon, cryptococcus, Candida, geotrichum, trichosporon 
ou encore toropsulosis . 

Les polynucleotides de la prSsente invention peuvent 
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ainsi Stre obtenus en utilisant les methodes usuelles de 
clonage et de criblage telles que celles de clonage et 
sfiquengage £ partir de fragments d'ADN chromosomique extraits 
de cellules ou encore issus de bangues de g&nes. Far exemple, 
5 pour obtenir les polynucleotides de la prSsente invention, on 
peut partir d'une banque de fragments d'ADN chromosomique. On 
peut preparer une sonde correspondant d un oligonucleotide 
marque par un element radioactif , constitute de preference de 
17 nucleotides ou encore 20 ou plus et derivSe d'une sequence 
10 partielle. Les clones contenant un ADN identique & celui de 
la sonde peuvent itre ainsi identifies sous des conditions 
stringentes. Par le sequengage de clones individuels ainsi 
identifies, en utilisant des amorces de sequengage issues de 
la sequence d'origine, il est alors possible de prolonger la 
15 sequence dans les deux directions pour determiner la sequence 
du gSne complet. De fagon usuelle et efficace, un tel 
sequengage peut etre realise en utilisant un ADN double brin 
denature prepare & partir d'un plasmide. De telles techniques 
sont decrites par Maniatis, T. Fritsch, E.F. et Sambrook 
20 comine indique ci-dessus. (Laboratory Manual, Cold Spring 

Harbor, New York (1989) (notamment en 1.90 et 13.70 dans les 
chapitres de screening par hybridation et sequengage & partir 
d'ADN double brin denature) . 

Dans le cadre de la prSsente invention, on pourrait 
25 notamment utiliser une banque de fragments d'ADN 

chromosomique de Candida albicans comme indique ci-aprSs dans 
les exemples decrits dans la partie experimentale, 

Une description detailiee des conditions operatoires 
dans lesquelles a ete realisee la prSsente invention est 
30 donnee ci-aprSs. 

L' invention a tout particulidrement pour objet les 
polypeptides ayant chacun une sequence d'acides amines 
choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID 
N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, codes par 
35 les sequences d'ADN telles que definies ci-dessus et les 
analogues de ces polypeptides. 

Par analogues de polypeptides, on entend les 
polypeptides dont la sequence d'acides aminSs a ete modifiee 
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par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
acides amines mais qui conservent la m§me f one t ion 
biologique. De tels polypeptides analogues peuvent §tre 
produits spontan&nent ou peuvent §tre produits par 
5 modification post-transcriptionnelle ou encore par 

modification de la sequence ADN de la prSsente invention 
comme indiqu6 ci-dessus, en utilisant les techniques connues 
de 1'homme du mStier : parmi ces techniques, on peut citer 
notamment la technique de mutaglnSse dirigfie connue de 

10 1'homme du metier (Kramer, W., et al., Nucl. Acids Res., 12, 
9441 (1984) ; Kramer, W. and Fritz, H.J., Methods in 
Enzymology, 154, 350 (1987) ; Zoller, M.J. and Smith, M. 
Methods in Enzymology, 100,468 (1983)). 

La synthase d' ADN modifies peut §tre faite comme 

15 indiquS ci-dessus et notamment en utilisant des techniques de 
synthase chimique bien connues t el les que par exemple la 
methode au phosphotriester [Letsinger, R.L and Ogilvie, K.K. , 
K. Am. CHEM. Soc, 91,3350 (1969) ; Merrifield, R.B., 
Sciences, 150, 178 (1968)] ou la mSthode £ la phosphoamidite 

20 [Beaucage, S.L and Caruthers, M .H., Tetrahedron Lett., 22, 
1859 (1981) ; McBRIDE, L.J. and Caruthers, M.H. Tetrahedron 
Lett., 24 245 (1983)] ou encore par la combinaison de ces 
methodes. 

Les polypeptides de la prSsente invention peuvent done 
25 Stre prepares par les techniques connues de 1'homme du 
mStier, notamment partiellement* par synthase chimique ou 
encore par la technique de 1' ADN recombinant par expression 
dans une cellule hSte procaryote ou eucaryote comme indiqu6 
ci-aprSs. 

30 La prSsente invention a particuliSrement pour objet le 

proc6d6 de preparation de prot&ines recombinantes PCaDR472, 
PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 
ayant respectivement les sequences d' acides amines SEQ ID 
N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, 

35 SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14, telles que d§finies ci-dessus, 
comprenant, pour la preparation de chacune de ces prolines, 
1' expression dans un hote appropriS de la sequence d' ADN 
telle que definie ci-dessus codant pour cette protSine puis 
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1' isolement et la purification de ladite proteine 
recombinants . 

Pour produire les polypeptides de la presente invention, 
on peut notarament utiliser les techniques de l'ADN 
5 recombinant en utilisant les mSthodes de genie genetique et 
de culture cellulaire connues de 1'homme du metier. On peut 
ainsi procSder par les etapes suivantes : d'abord preparation 
du gfine approprie, puis incorporation de ce gSne dans un 
vecteur, transfert du vecteur porteur du g£ne dans une 
10 cellule h6te appropriee, production du polypeptide par 

expression du gene, isolement du polypeptide, le polypeptide 
ainsi produit pouvant Stre ensuite purifie. 

Les polypeptides de la presente invention obtenus par 
1' expression des polynucleotides de la presente invention 
15 peuvent Stre purifies Sl partir de cultures de cellules 
transformSes par les mSthodes bien connues de 1'homme du 
metier telles que precipitation au sulfate d' ammonium ou & 
l'ethanol, extraction en conditions acides, chromatographic 
echangeuse d' anions ou de cations, chromatographic 
20 d' interaction hydrophobique, chroma tographie d'af finite, 
chromatographic £ l'hydroxylapatite et la chromatographic k 
haute performance liquide {HPLC) . Des techniques bien connues 
de 1'homme du metier peuvent etre utilisees pour reg§nerer la 
proteine lorsque celle-ci est denaturee durant son isolement 
25 ou sa purification, 

Les sequences d'ADN selon la presente invention et 
notamment SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, 
SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13 peuvent etre 
preparees selon les techniques connues de 1'homme du metier 
30 notamment par synthese chimique ou par criblage d'une banque 
genomique ou d'une banque d'ADNc & 1'aide de sondes 
d' oligonucleotides de synthase par les techniques connues 
d' hybridation, ainsi amplification d'ADN a partir de 
fragments isoies ou encore par reverse transcriptase a partir 
35 d'ARN messager (ARNm) . 

L'avantage de la technique comprenant d'abord 
l'isolement d' ARNm par extraction des ARN totaux puis la 
synthase d'ADNc £ partir de ces ARNm par reverse 
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transcriptase reside notamment dans le fait que I'ARNm ne 
contient pas les introns alors que ces sequences non codantes 
peuvent §tre present es dans l'ADN genomique. 

On peut proceder en utilisant les techniques usuelles de 
5 clonage connues de l'homme du metier et notamment dScrites 
dans l'ouvrage de Sambrook, J. Fritsh, E. F. § Maniatis, T. 
(1989) intitule : 'Molecular cloning : a laboratory manual', 
Laboratory, Cold Spring Harbor NY. 

Dans ces techniques, on peut proceder au clonage par 

10 insertion de fragment dans un plasmide qui peut §tre fourni 
avec un kit commercial adapts puis transformation d'une 
souche bactSrienne par le plasmide ainsi obtenu. On peut 
utiliser notamment la souche E. coli XL1 Blue ou DH5 alpha. 
Les clones peuvent ensuite Stre cultives pour extraire l'ADN 

15 plasmidique selon les techniques classiques de l'homme du 
metier ref€renc£es ci-dessus (Sambrook, Fritsh et Maniatis) . 
On peut proceder au sSquengage de l'ADN du fragment amplifie 
contenu dans l'ADN plasmidique. 

Les polypeptides de la prfisente invention peuvent §tre 

20 obtenus par expression dans une cellule h6te contenant un 
polynucleotide selon la prSsente invention et notamment une 
sequence d'ADN codant pour un polypeptide de la present e 
invention pr6c6d§e d'une sequence promoteur convenable. La 
cellule h6te peut §tre une cellule procaryote, par exemple £. 

25 coli ou une cellule eucaryote telle que les levures comme par 
exemple les AscomycStes parmi lesquels les Saccharomyces ou 
encore des cellules de mammifdres comme par exemple des 
cellules Cos. 

La presente invention a particuliSrement pour objet les 
30 vecteurs d' expression contenant pour chacun 1' une des 

sequences d'ADN de la presente invention telles que dSfinies 
ci-dessus. 

Dans chacun de ces vecteurs d' expression, une telle 
sequence d'ADN est done ainsi notamment la sequence d'ADN 
35 d'un g£ne de la presente invention codant pour une proteine 
de Candida albicans et contenant une sequence de' nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 
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Dans chacun de ces vecteurs d' expression, une telle 
sequence d'ADN est ainsi encore plus particulidrement celle 
des genes tels que de finis ci-dessus codant pour l'une des 
sequences d'acides aminSs SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
5 N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 
telles que dSfinies ci-dessus et ci-aprSs. 

Dans chacun des vecteurs d' expression de la prSsente 
invention, une telle sequence d'ADN est ainsi vine sequence 
d'ADN telle que dSfinie ci-dessus codant pour l'une des 
10 prolines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDRS27, 2PCaDR527, PCaFL024, 
PCaNL260, PCaDR361 ainsi que les sequences d'ADN qui 
hybrident avec celle-ci et/ou prSsentent des homologies 
signif icatives avec cette sSquence ou des fragments de celle- 
ci ou encore les sequences d'ADN comprenant des modifications 
15 introduites par suppression, insertion et/ou substitution 
d'au moins un nucleotide codant pour une protSine ayant la 
mSme activitS. 

Dans chacun des vecteurs d' expression de la prSsente 
invention, une telle sequence d'ADN est notamment une 
20 sSquence d'ADN telle que dSfinie ci-dessus ainsi que les 

sequences d'ADN similaires qui ont une homologie de sequence 
nuclSotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec ladite sSquence d'ADN ou encore 
les sequences d'ADN similaires qui codent pour une protSine 
25 dont la sSquence en AA a une homologie d'au moins 40 % et 

notamment de 45 % ou d'au moins* 50 %, plut6t au moins 60 % et 
de prSfSrence au moins 70 % avec la sSquence en AA codSe par 
ladite sSquence d'ADN. 

Les vecteurs d' expression sont des vecteurs permettant 
30 l'expression de la protSine sous le contrdle d'un promoteur 
convenable. Un tel vecteur peut Stre un plasmide, un cosmide 
ou un ADN viral. Pour les cellules procaryotes, le promoteur 
peut etre par exemple le promoteur lac, le promoteur trp, le 
promoteur tac, le .promoteur p- lactamase ou le promoteur PL. 
35 Pour les cellules de levure, le promoteur peut Stre par 
exemple le promoteur PGK ou le promoteur GAL. Pour les 
cellules de mammifdres, le promoteur peut Stre par exemple le 
promoteur SV40 ou les promoteurs de 1'adSnovirus. 
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Des vecteurs type Baculovirus peuvent Stre aussi 
utilises pour 1' expression dans des cellules d'insectes. 

Les cellules hdtes sont par exemple des cellules 
procaryotes ou des cellules eucaryotes. Les cellules 
5 procaryotes sont par exemple E. coli, Bacillus ou 

Streptomyces . Les cellules hotes eucaryotes comprennent des 
levures ainsi que des cellules d'organismes super ieurs, par 
exemple des cellules de mammifdres ou des cellules 
d'insectes. Les cellules de mammiferes sont par exemple des 

10 cellules CHO ou BHK de hamster ou des cellules Cos de singe. 
Les cellules d'insectes sont par exemple des cellules SF9. 

La presente invention concerne done un procSde qui 
comprend 1' expression d'un polynucleotide selon la presente 
invention codant pour 1'une des proteines PCaDR472 / PCaDR489, 

15 lPCaDR527 / 2PCaDR527, PCaFL024 / PCaNL260, PCaDR361 dans une 
cellule hSte transformee par un polynucleotide selon la 
presente invention et notamment une sequence d'ADN codant 
pour la sequence en acides amines SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, 
SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ 

20 ID N° 14. Dans la realisation d'un tel procede, la cellule 
h6te est notamment une cellule eucaryote. 

Pour la realisation de la presente invention, les 
vecteurs utilises peuvent itre par exemple pGEX ou pBAD et la 
cellule h6te peut €tre £, coli ou par exemple le vecteur 

25 pYX222 et la cellule h6te peut Stre notamment Saccharomyces 
cerevisiae. 

La presente invention a notamment pour objet la cellule 
h6te transformee avec un vecteur tel que defini ci-dessus et 
renfermant une sequence d'ADN selon la presente invention. 

30 La presente invention a ainsi pour objet le procede de 

preparation d'une proteine recombinante seloh la presente 
invention, tel que defini ci-dessus, dans lequel la cellule 
hote est £. coli DH5 alpha ou £. coli XLl-Blue ou notamment 
Saccharomyces cerevisiae. 

35 Un expose detailie des conditions dans lesquelles 

peuvent etre menees les operations indiquees ci-dessus est 
donne ci-aprds dans la partie experimentale . On a ainsi 
obtenu un plasmide dans lequel est insere le g£ne de la 
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prtsente invention et on obtierit ainsi tgalement ce plasmide 
introduit dans une cellule h6te en operant selon les 
techniques usuelles connues de l'homme du mttier. 

La prtsente invention a trts prtcistment pour objet les 
5 7 plasmides dtposts le 25 mai 1999 a la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (CNCM) - INSTITUT PASTEUR - 
25, rue du Docteur Roux - 75724 PARIS Cedex 15 sous les 
numtros suivants: 1-2214, 1-2215, 1-2216, 1-2217, 1-2211, I- 
2212 et 1-2213. 

10 1-2214 est le numtro d'enregistrement de la souche 

CaDR472.10 constitute par la bacttrie £. coli XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gdne de Candida albicans 
CaDR472 de la prtsente invention prtpart comme indiqut i 
l'exemple 1 de la prtsente invention. 

15 Ce gtne correspond done k la sequence CaDR472 de SEQ ID 

N° L 

1-2215 est le numtro d'enregistrement de la souche 
CaDR489.37 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 
contenant un plasmide portant le g£ne de Candida albicans 
20 CaDR489 de la prtsente invention prepart comme indiqut k 
l'exemple 2 de la prtsente invention, 

Ce gtne correspond done & la sequence CaDR489 de SEQ ID 

N° 3. 

1-2216 est le numtro d 1 enregistrement de la souche 
25 CaDR527.2 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 

contenant un plasmide portant le gtne de Candida albicans 
Cai)R527 (alltle 1) de la prtsente invention prtpart comme 
indiqut k l'exemple 3 de la prtsente invention. 

Ce gtne correspond done k la sSquence lCaDR527 de SEQ ID 

30 N° ; 5. 

1-2217 est le numtro d'enregistrement de la souche 
CaDR527.3 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gtne de Candida albicans 
CaDR527 (all tie 2) de la prtsente invention prtpart comme 
35 indiqut k l'exemple 3 de la prtsente invention. 

Ce gdne correspond done k la sequence 2CaDR527 de SEQ ID 

N° 7. 
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1-2211 est le numtro d f enregistrement de la souche 
CaFL024.4 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gtne de Candida albicans 
5 CaFL024 de la prtsente invention prtpart comme indiqut a 
l'exemple 4 de la prtsente invention. 

Ce gSne correspond done £ la sequence CaFL024 de SEQ ID 

N° 9. 

1-2212 est le numtro d' enregistrement de la souche 
10 CaNL260.4 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 

contenant un plasmide portant le gSne de Candida albicans 
CaNL260 de la prtsente invention prtpart comme indiqut S 
l'exemple 5 de la prtsente invention. 

Ce gSne correspond done £ la sequence CaNL260 de SEQ ID 
15 N° 11. 

1-2213 est le numtro d' enregistrement de la souche 
CaDR361.3 constitute par la bacttrie E. coli XLl-blue 
contenant un plasmide portant le gtne de Candida albicans 
CaDR361 de la prtsente invention prtpart comme indiqut S 
20 l'exemple 6 de la prtsente invention. 

Ce gtne correspond done & la sequence CaDR361 de SEQ ID 
N°*13. 

La prtsente invention a ainsi tr&s prtcistment pour 
objet l'un ou plusieurs des plasmide s dtposts sous les 
25 numtros 1-2214, 1-2215, 1-2216, 1-2217, 1-2211, 1-2212 et 
1-2213. 

Les conditions optratoires dans lesquelles a tte 
rtaliste la prtsente invention sont dtcrites ci-aprts dans la 
partie exptrimentale . 

30 La prtsente invention a ainsi pour objet un proctdt de 

criblage de produits antifongiques caractSrist en ce qu'il 
comprend une ttape oH 1'on mesure l'activitt de l'une des 
prottines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, 
PCaNL260, PCaDR361 telles que definies ci-dessus en presence 

35 de chacun des produits dont on souhaite determiner les 
proprittts antifongiques et l'on stlectionne les produits 
ayant un effet inhibiteur sur cette activity. 

En particulier, les gtnes codant pour les prottines 
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PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR361 de la prSsente invention £tant essentiels & la 
survie des cellules de Candida albicans, des substances 
inhibitrices de telles prolines PCaDR472, PCaDR489, 
5 lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260 / PCaDR361 pourraient 
§tre utilisables comme agents antifongiques, soit en tant que 
medicaments soit sur le plan industriel. 

Par exemple, pour cribler des substances antifongiques 
telles que des substances actives sur Candida albicans, on 
10 mesure 1' activity d'une protSine codSe par un gdne de la 
pr^sente invention ou de l'un de ses homologues fonctionnels 
et met la protSine .en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les propri6t§s antifongiques et l'on 
sfilectionne ainsi les produits ayant un effet inhibiteur sur 
15 cette activity. 

On peut effectuer un tel criblage en mesurant 1' activate 
de l'une des prolines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 
2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 de la prSsente 
invention en presence d'activateurs ou d'inhibiteurs 
20 potentiels £ tester, par exemple par mesure in vitro dans un 
milieu rfiactionnel appropriS. 

L' activity des protSines de la prSsente invention peut 
egalement etre mesur£e in vivo par un test cellulaire 
appropriS. Par exemple, 1' activity de PCaDR472, PCaDR489, 
25 !PCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 peut Stre 
avantageusement mesurfie dans des cellules d'un mutant de 
Saccharomyces cerevisiae transformSes par l'un des gdnes de 
la pr6sente invention et n'exprimant pas la protSine 
homologue PYDR 472w ; PYDR 489w, PYDR 577w, PYFL 024c, PYNL 
30 260c et PYDR 361c de Saccharomyces cerevisiae. 

L' invention englobe Sgalement l'utilisation d'un produit 
select ionn6 comme indiquS ci-dessus pour ses propri§tSs 
inhibitrices d'une des protgines de la present e invention 
pour 1'obtention d'un agent antifongique. 
35 La prgsente invention sera mieux comprise & 1'aide de la 

partie expgrimentale qui suit et qui dScrit le clonage des 
gSnes CaDR472, CaDR489, lCaDR527, 2CaDR527, CaFL024, CaNL260 
et CaDR361 de la pr€sente invention. 



4 
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La pr^sente invention a ainsi pour objet 1 'utilisation 
d'un produit sfilectionnfi par le proc£d£ de criblage de 
produits antifongiques tel que dSfini ci-dessus pour 
1'obtention d'un agent antifongique. 
5 La prSsente invention a ggalement :pour objet 

1' utilisation des gdnes de Candida albicans de la prfisente 
invention ou des prolines codSes par ces gSnes tels que 
dfifinis ci-dessus pour la selection de produits ayant des 
propriStfis antifongiques tels que dSfinis ci-dessus et 

10 utilises comme inhibiteurs des prolines de Candida 
albicans codfies par ces gSnes. 

La prSsente invention a ggalement : pour objet les 
compositions pharmaceutiques renfermant k titre de principe 
actif au moins un inhibiteur des protSines de Candida 

15 albicans de la prSsente invention telles que dSfinies ci- 
dessus. 

De telles compositions peuvent notamment Stre utiles 
pour traiter les infections fongiques topi que s et 
syst&niques . 

20 Les compositions pharmaceutiques indiqu6es ci-dessus 

peuvent Stre administr£es par voie buccale, rectale, par voie 
parentSrale ou par voie locale en application topique sur la 
peau et les muqueuses ou par injection; par voie intraveineuse 
ou intramusculaire . Ces compositions peuvent §tre solides ou 

25 liquides et se presenter sous toutes les formes 

pharmaceutiques couramment utilis€es en m^decine humaine 
cormne, par exemple, les comprimSs simples ou dragSifies, les 
gfilules, les granules, les suppositoires , les preparations 
injectables, les pommades, les crimes, : les gels et les 

30 preparations en a§rosols / elles sont pr6par§es selon les 
m§thodes usuelles. Le principe actif peut y St re incorporS a 
des excipients habituellement employes, dans ces compositions 
pharmaceutiques, tels que le talc, la gomme arabique, le 
lactose, l'amidon, le st£arate de magnesium, le beurre de 

35 cacao, les v6hicules aqueux ou non, les corps gras d'origine 
animale ou v§g6tale, les d6riv€s paraf f iniques, les glycols, 
les divers agents mouillants, dispersahts ou gmulsifiants, 
les conservateurs . 
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La posologie sera variable selon le produit utilise, le 
sujet traite et 1' affection en cause. 

La presente invention a ainsi notamment pour objet 
1 'utilisation des compositions telles que dSfinies ci-dessus 
5 comme agents antifongiques . 

La presente invention a encore pour objet une methode 
d' induction d'une rSponse immunologique chez un marttmifdre 
comprenant 1' inoculation Sl ce mammifdre d'un polypeptide 
selon la pr6sente invention tel que d£fini ci-dessus ou un 
10 fragment de ce polypeptide ayant la m§me fonction de fagon & 
produire un anticorps permettant de proteger 1' animal contre 
la maladie. 

La pr£sente invention a ainsi pour objet des anticorps 
dirigSs contre les polypeptides de la presente invention tels 
15 que definis ci-dessus ou contre ton fragment de ces 
polypeptides ayant la m§me fonction et codes par les 
polynucleotides de la presente invention et notamment par une 
sequence d'ADN telle que definie ci-dessus. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent ainsi 
20 §tre utilises comme immunogSnes pour produire des anticorps 
immunospficif iques de ces polypeptides. Le terme anticorps 
utilisS dSsigne les anticorps aussi bien monoclonaux que 
polyclonaux, chimeriques, simple chaine, les anticorps non 
humains et les anticorps humains, aussi bien que les 
25 fragments Fab, incluant ainsi les produits d'une banque 
d' immunoglobu lines Fab. Les anticorps g€n£r€s contre les 
polypeptides de la presente invention peuvent Stre obtenus 
par administration des polypeptides de la presente invention 
ou de fragments portant des Epitopes, leurs analogues ou 
30 encore des cellules k un animal, de preference non humain, en 
utilisant des protocoles de routine pour la preparation 
d' anticorps monoclonaux. De tels anticorps peuvent §tre 
prepares par les methodes bien connues dans ce domaine telles 
que celles decrites dans l'ouvrage Antibodies, Laboratory 
35 manuel Ed. Harbow et David Larre, Cold Spring Harbor 
laboratory Eds, 1988. 

La presente invention a ainsi tout particulierement pour 
objet un anticorps dirige contre l'une quelconque des 
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prolines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, 
PCaNL260, PCaDR361 de la presente invention ou un fragment de 
cette proteine. Un tel fragment a notarhment la m§me fonction 
que la proteine dont il est issu. 
5 La presente invention a encore pour objet 1' utilisation 

des gSnes CaDR472, CaDR489, lCaDR527, 2CaDR527, CaFL024, 
CaNL260 et CaDR361 de la presente invention ou des proteines 
codSes par ces gSnes tels que definis ci-dessus pour la 
preparation de compositions utiles pour le diagnostic ou le 
10 traitement de maladies causSes par la levure pathogSne 
Candida albicans. 

i 

La presente invention concerne aussi 1' utilisation des 
polynucleotides de la presente invention comme rSactifs de 
diagnostic. La detection d'un polynucleotide selon la 

15 presente invention codant pour 1'une des proteines de Candida 
albicans de la presente invention ou de ses analogues chez un 
eucaryote en particulier un mammifSre et plus 
particuliSrement un §tre humain, peut constituer un moyen de 
diagnostic d'une maladie : ainsi, on peut detecter un tel 

20 polynucleotide selon la presente invention et notamment une 
sequence d'ADN par une grande variete de techniques chez un 
eucaryote en particulier un mammifdre et plus 
particulierement un etre humain, infectes par un organisme 
contenant au moins 1'un des polynucleotides de la presente 

25 invention. Les acides nucieiques pour une telle utilisation 
d'outil de diagnostic peuvent §tre detectes & partir de 
cellules ou de tissus infectes, tels que 1'os, le sang, le 
muscle, le cartilage ou la peau. Pour cette detection, 1'ADN 
genomique peut etre utilise directement ou encore Stre 

30 amplifie par PCR ou une autre technique d' amplification. Les 
ARN ou ADN et ADNc peuvent egalement §tre utilises dans le 
meme but. Par les techniques d'amplif ication, la lign6e du 
mycete present dans un eucaryote en particulier un mammifere 
et plus particulierement un §tre humain, peut Stre 

35 caractdrisee par 1' analyse du genotype. Des deletions ou des 
insertions peuvent etre detectees par le changement de taille 
du produit amplifie par comparaison avec le genotype de la 
sequence de reference. Les points de mutations peuvent etre 
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identifies par hybridation de l'ADN amplifie avec les 
sequences, marquees par un element radioactif , de 
polynucleotides de la presente invention. Des sequences 
parfaitement compiementaires peuvent ainsi etre distinguees . 
5 de duplex qui rfisistent mal & la digestion par des nucleases. 
Les differences de sequences d'ADN peuvent aussi §tre 
detectees par des alterations de la mobility 
eiectrophoretique de fragments d'ADN dans des gels, avec ou 
sans agent denaturant, ou par un sSquengage direct d'ADN 
10 (reference : Myers et al. Science, 230 : 1242 (1985)). 
Des changements de sequences £ des localisations 
specifiques peuvent aussi etre reveies par des experiences de 
protection contre des nucleases telles que RNase I et Si ou 
par des methodes de clivage chimique (reference : Cotton et 
15 al., Proc Natl Acad Sci, USA, 85 : 4397-4401 (1985). 

Des cellules contenant l'un des polynucleotides de la 
presente invention portant des mutations ou des 
poiymorphismes peuvent aussi 6tre detectees par un grand 
notnbre de techniques permettant notamment de determiner le 
20 serotype. Par exemple, la technique RT-PCR peut Stre utilisee 
pour detecter les mutations. II est particuliSrement prefere 
d'utiliser les techniques de RT-PCR en conjonction avec des 
systdmes de detection automat ique, tels que par exemple dans 
la technique GeneScan. ARN et ADNc peuvent Stre utilises dans 
25 les techniques PCR ou RT-PCR. Par exemple, des amorces 
compiementaires des polynucleotides codant pour les 
polypeptides de la presente invention peuvent §tre utilisees 
pour identifier et analyser les mutations. 

Des amorces peuvent ainsi etre utilisees pour amplifier 
30 un ADN isoie de l'individu infecte. De cette fagon des 
mutations dans la sequence d'ADN peuvent etre detectees et 
utilisees pour diagnostiquer 1' infection et determiner le 
serotype ou le classement de 1' agent infect ieux. De telles 
techniques sont usuelles pour l'homme du metier et sont 
35 decrites notamment dans le manuel * Current Protocols in 
Molecular Biology, Ausubel et al, ed. John Wiley & sons, 
Inc., 1995). 

La presente invention concerne ainsi un procede de 
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diagnostic d'une maladie et de preference d'une infection 
fongique provoquSe par Candida albicans telles que des 
mycoses comme indiquS ci-dessus, ce procede comprenant la 
determination d partir d'un echantillon preieve sur un 
5 individu infecte, d'une augmentation de la quant ite de l'un 
des polynucleotides de la presente invention. Un tel 
polynucleotide peut notamment avoir l'une des sequences d'ADN 
de la presente invention telles que definies ci-dessus. 

Des augmentations ou des diminutions de la quantity de 

10 polynucleotides peuvent §tre mesur£es par les techniques bien 
connues de l'homme du metier telles que notamment 
1' amplification, la PCR, RT-PCR, Northern blotting ou autres 
techniques d' hybridation. 

De plus, une methode de diagnostic en accord avec la 

15 presente invention consiste en la detection d'une expression 
trop importante de polypeptides de la presente invention, par 
comparaison avec des echantillons de contrSle constitues de 
tissus normaux non infectes utilises pour detecter la 
presence d'une infection. 

20 Les techniques qui peuvent etre utilisees pour detecter 

ainsi les quantites de proteines exprimees dans un 
echantillon d'une cellule h6te sont bien connues de l'homme 
du metier. On peut ainsi citer par exemple les techniques de 
radioimmunoassay ou de competitive-binding, analyse par 

25 Western Blot et test EL ISA (ref Ausubel indique ci-dessus) . 

La presente invention a encore pour objet un kit pour le 
diagnostic d' infections fongiques comprenant une sequence 
d'ADN selon la presente invention telle que definie ci-dessus 
ou une sequence similaire ou un fragment de cette sequence, 

30 le polypeptide code par cette sequence ou un fragment 

polypeptidique ayant la mime fonction ou tin anticorps dirige 
contre un tel polypeptide code par cette sequence d'ADN ou 
contre un fragment de ce polypeptide. 

Ce kit pourra ainsi contenir une sequence d'ADN selon la 

35 presente invention telle que definie ci-dessus soit par 
exemple la sequence d'ADN SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 13 
ou un fragment de cette sequence. 
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Un tel kit pourra de mSme contenir un polypeptide selon 
la prgsente invention ou un fragment de ce polypeptide et 
notamment l'une des protSines selon la prSsente invention 
ayant la sequence en AA SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
5 N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 
ou encore un anticorps tel que dfifini ci-dessus. 

Un tel kit peut-Stre prepare selon lea mfithodes bien 
connues de I'hornme du metier. 

Le listing de sequences SEQ ID N° 1 S SEQ ID N° 32 et 
10 les figures 1^6 ci-aprSs prfisentent les illustrations 
suivantes qui permettent de mieux dficrire la pr^sente 
invention. 

Les sequences SEQ ID N° 1 4 SEQ ID N° 32 reprSsentent 
les sequences nuclSotidiques ou peptidiques indiquSes dans la 

15 prfisente invention. 

Les sequences SEQ ID N° 1 i SEQ ID N° 14 decrivent les 
sequences nuclSotidiques des gSnes de Candida albicans de la 
pr£sente invention et les sequences peptidiques des prolines 
deduites de ces ggnes. 

20 Les sequences SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ 

ID N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 ou SEQ ID N° 13 dScrivent 
ainsi respect ivement les sequences nuclSotidiques des gSnes 
de Candida albicans de la prSsente invention : CaDR472, 
CaDR489, !CaDR527, 2CaDR527, CaFL024 , CaNL260 et CaDR361. 

25 Les sequences SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ 

ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 dScrivent 
respectivement les sequences peptidiques des prolines 
dfiduites des g£nes de la pr^sente invention. 

Ainsi, par exemple, les sequences SEQ ID N° 1 et SEQ ID 

30 N° 2 reprfisentent respectivement la sequence nucleotidique du 
gSne CaDR472 et la sequence peptidique de la prot£ine dSduite 
de ce gdne soit PCaDR472. 

Les sequences SEQ ID N° 15 k SEQ ID N° 20 representent 
respectivement les sequences des 6 sondes utilisfies pour la 

35 preparation des g£nes de Candida albicans de la prisente 
invention comme indiquS ci-aprSs dans la partie 
expSrimentale . 

Les sequences SEQ ID N° 21 & SEQ ID N° 32 repr6sentent 
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respect ivement les sequences des 2x6 oligonucleotides 
utilises pour amplifier les sondes pour la preparation des 
genes de Candida albicans de la presente invention corame 
indiquS ci-apres dans la partie experimentale. 
5 Les figures 1 3 6 ci-aprds se referent chacune 

respectivement & une des 6 preparations des gSnes de Candida 
albicans de la presente invention soit : CaDR472, CaDR489, 
lCaDR527/2CaDR527, CaFL024, CaNL260 et CaDR361, ces 
preparations etant decrites ci-apr^s a la partie 

10 experimentale aux exemples 1 & 6. 

Chacune des figures U 6 dScrit la comparaison de la 
proteine deduite de la sonde utilisSe pour la preparation 
d'un des gSnes de Candida albicans de la presente invention 
(les 6 sondes utilisees ayant les sequences SEQ ID N° 15 a 

15 SEQ ID N° 20) & la sequence du g£ne de S.c. pris comme point 
de depart de la preparation de ce g&ne de Candida albicans. 

Ainsi, se r£f£rant a l'exemple 1 de preparation du g£ne 
CaDR472 de la presente invention, la figure 33 represente la 
comparaison de la proteine deduite de la sonde de CaDR472 

20 (SEQ ID N° 15) a la proteine deduite du g£ne YDR472w de S. 
cerevisiae. 

La partie experimentale ci-aprds permet de decrire la 

presente invention sans toutefois la limiter. 

Partie experimentale 
25 EXEMPLE 1 : Clonage et sequen^age du gene CaDR472 

(methode A) 

Le site Internet de Stanford 

(http://candida.standford.edu/) permet d'acceder directement 

aux sequences preiiminaires du genome de Candida albicans. 
30 L'une de ces sequences presente une homologie avec le g£ne 

YDR472w de S. cerevisiae. Deux oligonucleotides ont ete 

choisis dans cette sequence soit : 

5 1 CAATTTATTC ATGTTCGNAT CTGGAAATTG ATTTT3 1 nomme SEQ ID N° 21 
et 5'CCAAATCTCA AACTCTCTCT AATTAAAAC3 1 nomme SEQ ID N° 22. 
35 Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 

le fragment de C. albicans. AprSs clonage, une sequence dite 
sonde de C a DIM 72 de 320 paires de bases proche de la sequence 
at t endue a ete obtenue : la sonde de CaDR472 est appeiee SEQ 
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ID NO 15. La prot£ine d£duite de la sonde de CaDR472 (SEQ ID 
NO 15) a St6 compar6e cl celle de YDR472w ce qui met en 
Evidence une identity de 48% entre ces deux sequences d'AA : 
cette comparaison est representee & la figure 1. 
5 Le fragment de 320 paires de bases de C. albicans a €t€ 

utilise comme sonde pour criblage de la banque genomique de 
C. albicans : cette banque de C.a. a ete prepare par 
digestion partielle de l'ADN genomique de C. albicans par 
Sau3AI et clonage dans le vecteur YEP24 au site de 
10 restriction BamHI. Les clones de la banque genomique ont 
ensuite ete Stales h la density de 2000 clones par boite : 
chaque boite est ensuite recouverte d'un filtre de 
nitrocellulose qui est successivement traite par : NaOH, 
0.5M, pendant 5 minutes ; Tris f 1M, pH 7.7, pendant 5 
15 minutes ; Tris , 0.5M, pH 7.7, NaCl , 1.25M, pendant 5 

minutes. AprSs sechage, les filtres sont gardes pendant deux 
heures cl 80 °C. PrShybridation et hybridation sont r6alis€es 
dans un tampon de 40 % de formamide, SxSSC, 20 mM Tris pH 7,7 
lxDenhardt 0,1 % SDS. La sonde est ensuite marquee au P32 par 
20 le kit Rediprime et dCTP 32p de Amersham UK. L'hybridation 
est r€alis6e en 17 heures & 42°C. Les filtres sont ensuite 
laves au lxSSC, 0,1 % SDS , trois fois pendant 5 minutes & 
la temperature ambiante et ensuite deux fois pendant 30 
minutes & 60°C puis sont sounds & une autoradiographic 
25 pendant une nuit. Les colonies correspondant aux spots 

obtenus sont isolSes par un nouvel etalement a faible density 
suivi d' hybridation : 8 clones positifs sont ainsi obtenus {k 
partir de 60 000) qui sont alors sequences 4 I'aide d'un 

appareil ABI 377. Les sequences sont corapiiees & I'aide d'un 

> 

30 software ABI puis analyses S I'aide d'un package software 
GCG. L'un des 8 clones s'est r€v61€ contenir la sequence 
codante complete correspondant £ la sonde utilis^e : ce gene 
est appeie CaDR472 et cette sequence est dite SEQ ID NO 1. 
CaDR472 a 47.5 % de nucleotides identiques k YDR472w de 
35 5. cerevisiae. 

Pour la traduction en acides amines, il a ete tenu 
compte du fait que dans C. albicans le codon CTG est traduit 
en serine (il y a 1 codon CTG dans CaDR472) . La proteine 
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deduite du gdne CaDR472 (SEQ ID N° 1) soit SEQ ID N° 2 
(PCaDR472) a 52,4 % de similarity en acides amines et 44 % 
d' identity en acides amines avec la proteine deduite de 
YDR472W. 

5 La sequence complete du gene CaDR472 contient un codon 

CTG. 

EXEMPLE 2 : Clonage et sequengage du g£ne CaDR489 

On precede comme k l'exemple 1 k partir de sequences 
preliminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
10 de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
sequences presente une homologie avec le gene YDR489w de S. 
cerevisiae. Deux oligonucleotides ont ete choisis dans cette 
sequence soit : 

5 » GTTCATGTTT GGTGACTCAG AGCGTCTCAA CTATATTG3 ' nommfi SEQ ID 
15 N° 23 

et 5 ' TTTGATAAAC ACAGGCTGGT CTAAATCTGG CTC3 ' nomme SEQ ID 
N° 24. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. AprSs clonage, une sequence dite 

20 sonde de CaDR489 de 295 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue ; la sonde de CaDR489 est appeiee SEQ 
ID N° 16. La proteine deduite de la sonde de CaDR489 (SEQ ID 
N° 16) a et6 comparSe & celle de YDR489w ce qui met en 
Evidence une identity de 41% entre ces deux sequences d'AA : 

25 cette comparaison est representee k la figure 2. 

Le fragment de 295 paires de bases de C. albicans a ete 
utilise comme sonde pour criblage de la banque de gSnes de C. 
albicans preparee par digestion partielle du DNA genomique de 
C. albicans en procedant comme k l'exemple 1. 

30 Le clonage est realise comme indique k l'exemple 1 et 

aprSs prehybridation et hybridation realisees comme indique k 
l'exemple 1, on obtient 4 clones positifs (a partir de 
40 000) . On-procSde au sequengage et 1' analyse des sequences 
obtenues comme indique k l'exemple 1, et on obtient ainsi un 

35 clone se reveiant contenir la sequence codante complete 
correspondant k la sonde utilisee : ce gdne est appele 
CaDR489 et cette sequence est dite SEQ ID N° 4. 
CaDR489 a 48.1 % de nucleotides identiques k YDR489w de S. 
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cerevisiae. 

La proteine deduite du g$ne CaDR489 (SEQ ID N° 3) soit 
SEQ ID n° 4 ou PcaDR489 a 50 % de similarity en acides amines 
et 37 % d'identite en acides amines avec la proteine deduite 
5 de YDR489. 

La sequence complete du g£ne CaDR489 contient un codon 

CTG. 

B3CEMPLE 3 : Clonage et s£quen;age du gene CaDR527 

On procSde comme & l'exemple 1 Sl partir de sequences 
10 preiiminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
sequences prSsente une homologie avec le gSne YDR527w de S. 
cerevisiae. Deux oligonucleotides ont €te choisis dans cette 
sequence soit : 

15 5 'ATCTCTGATA TGAGATTTGG CTTTAAAGGC GA3 1 nomm§ SEQ ID N° 25 
et 5 1 GGTCTTTTTT CCATCAGCTG CCTCTGTTAT TG3 1 nomme SEQ ID 
N° 26. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. AprSs clonage, une sequence dite 

20 sonde de CaDR527 de 3 92 paires de bases proche de la sequence 
attendue a 6t6 obtenue : la sonde de CaDR527 est appelSe SEQ 
ID N° 17. La proteine deduite de la sonde de CaDR527 (SEQ ID 
N° 17) a ete comparSe a celle de YDR527w ce qui met en 
Evidence une identity de 41% entre ces deux sequences d'AA : 

25 cette comparaison est representee & la figure 3. 

Le fragment de 392 paires cle bases de C. albicans a ete 
utilise comme sonde pour le criblage de la banque genomique 
de C. albicans preparee par digestion partielle du DNA 
genomique de*C. albicans en procedant comme & l'exemple 1. 

30 Le clonage est realise comme indique £t l'exemple 1 et 

aprds prehybridation et hybridation realisees comme indique oL 
l'exemple 1, on obtient 7 clones posit if s {k partir de 
40 000). On procide au sequengage et 1' analyse des sequences 
obtenues comme indique £ l'exemple 1.. 

35 On obtient ainsi deux clones se reveiant contenir chacun 

une sequence codante complete correspondant chacune & un 
allele de la sonde utilisee : ce gene est appeie CaDR527 et 
les deux alleles sont ainsi appeies lCaDR527 et 2CaDR527 et 
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leurs sequences respectives sont respectivement dites SEQ ID 
N° 5 et SEQ ID N° 7. 

On constate que les g§nes des alleles lCaDR527 et 
2CaDR527 (SEQ ID N° 5 et SEQ ID N° 7) different par 13 
5 nucleotides. 

Le gSne CaDR527 (ler allele) a 53.8 % de nucleotides 
identiques & YDR527w de S. cerevisiae. 

Les prolines deduites de ces alleles soit SEQ ID N° 6 
(PCaDR527) pour le ler allele !CaDR527 et SEQ ID N° 8 pour le 
10 2eme allele 2CaDR527 different entre elles par 5 acides 
amines . 

La proteine dSduite du gSne CaDR527 (SEQ ID N° 6) a 
58,9 % de simila^ite en acides amines et 47,9 % d'identitS en 
acides amines avec la proteine dfiduite de YDR527. 
15 La sequence complete du g£ne CaDR527 ne contient pas de 

codon CTG. 

EXEMPLE 4 : Clonage et sequ engage du gSne CaPL024 

(mSthode B) 

Le site Internet de Stanford ( http : //Candida . standf ord . edu/ ) 
20 permet d'acceder directement aux sequences preiiminaires du 
genome de Candida albicans. L'une de ces sequences presente 
une homologie avec le gene YFL024c de S. cerevisiae. Deux 
oligonucleotides ont et6 choisis dans cette sequence soit : 
5' ATTCCCACAC CGGACGCTTC 3' notnmS SEQ ID N° 27 
25 et 5'GACAACTCCT CGTACGATAG 3' nommS SEQ ID N° 28. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. AprSs clonage, une sequence dite 
sonde de CaFL024 de 335 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaFL024 est appeiee SEQ 
30 ID N° 18. La proteine deduite de la sonde de CaFL024 (SEQ ID 
N° 18) a ete comparee a celle de YFL024C ce qui met en 
evidence une similarite de 62 % et une identite de 58 % entre 
ces deux sequences d'AA : cette comparaison est representee k 
la figure 4. 

35 Ce fragment de 335 paires de bases de C. albicans a ete 

utilise comme sonde pour criblage d'une banque genomique de 
C. albicans : cette banque de genes de C.a. a ete prepare 
par digestion partielle du DNA genomique de C. albicans par 
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SauIIIA et clonage dans le vecteur YEP-24 au site de 
restriction BamHI. Les clones de la banque de gdnes ont 
ensuite 6t& 6tal6s k la density de 2000 clones par boite : 
chague boite est ensuite recouverte d'un filtre de 
5 nitrocellulose qui est successivement trait§ par : 1.5 M 

NaCl/ 0.5 M NaOH pendant 5 minutes; 1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCl 
pH 7.2/1 mM EDTA pendant 3 minutes, a deux reprises. 

Le DNA est ensuite *crosslinked' aux filtres (Amersham 
Life Science, ultraviolet crosslinker) . 
10 La sonde (100 ng) est ensuite marquee au P32 par le kit 

Rediprime et dCTP (Amersham Life Science) . 

PrShybridation et hybridation des filtres sont r€alis6es 
dans un tampon de 30 % de formamide, 5 x SSC, 5 % de solution 
de Denhardt, 1 % SDS, 100 /ig/ml de DNA de sperme de saumon et 
15 une concentration de la sonde de 10(6) cpm/ml : 1'hybridation 
est r6alis6e k 42°C pendant 16 heures. 

Les filtres sont ensuite lavgs trois fois, pendant 5 
minutes chaque fois, k la temperature ambiante au 2 x SSC/ 
0,1 % SDS puis trois fois au 1 x SSC/ 0,1 % SDS pendant 20 
20 minutes chaque fois S 60°C. Les filtres sont soumis k une 
autoradiographic pendant une nuit. Les colonies correspondant 
aux clones positifs (spots obtenus) sont isolfies et soumis & 
un second criblage par un nouvel Stalement k faible density 
suivi d'hybridation : 6 clones sont ainsi obtenus {k partir 
25 de 144 000) qui sont alors s€quenc€s k l'aide d'un appareil 
ABI 377. Les sequences sont compiles k l'aide d'un software 
ABI puis analysSes k l'aide d'un package software GCG. L'un 
des 6 clones s'est r6v§16 contenir la sequence codante 
complete correspondant k la sonde utilisSe : ce gene est 
30 appelS CaFL024 et cette sequence dite SEQ ID NO 9. 

CaFL024 a 49.1 % de nucleotides identiques a YFL024c de 
S. cerevisiae. 

II y a 2 codons CTG dans CaFL024. La protSine dfiduite du 
gdne CaFL024 (SEQ ID N° 9) soit SEQ ID n° 10 (PCaFL024) a 
35 51,8 % de similarity en acides amines et 44,0 % d' identity en 
acides amines avec la protSine dSduite de YFL024c. 
EXEMPLB 5 : Clonage et sequen<;age du gene CaNL260 

On procdde comme k l'exemple 4 £ partir de sequences 



- if 
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preiiminaires du genome de Candida albicans du site Internet 
de Stanford (http://candida.standford.edu/). L'une de ces 
sequences prfisente une homologie avec le gSne YN1260C de S. 
cerevisiae. Deux oligonucleotides ont ete choisis dans cette 
5 sequence soit : 

5' AGATAATGTATTAAATTTAG 3' nomme SEQ ID N° 29 
et 5'CTCTTAATTTAtTTCTTGCC 3' nomme SEQ ID N° 30 . 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. AprSs clonage, une sequence dite 

10 sonde de CaNL260 de 326 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaNL260 est appeiee SEQ 
ID N° 19. La proteine deduite de la sonde de CaNL260 (SEQ ID 
N° 19) a ete comparSe i celle de YNL260C ce qui met en 
Evidence une similarite de 56,7 % et une identity de 40,3 % 

15 entre ces deux sequences d'AA : cette comparaison est 
representee 3. la figure 5. 

Le fragment de 326 paires de bases de C. albicans a ete 
utilise comme sonde pour criblage de la banque de genes de C. 
albicans pr<§par£e par digestion partielle du DNA genomique de 

20 C. albicans en procedant comme & l'exemple 4. 

La prehybridation et hybridation sont realises comme 
indique & l'exemple 4, on obtient 2 clones positifs (cL partir 
de 40 000) . On procede au sequengage et 1' analyse des 
sequences obtenues comme indique i l'exemple 4, et on obtient 

25 ainsi un clone se r6v61ant contenir la sequence codante 
complete correspondant k la sonde utilisee : ce gene est 
appeie CaNL260 et cette sequence est dite SEQ ID N° 11. 

CaNL260 a 47.6 % de nucleotides identiques ck YNL260C de 
S. cerevisiae. 

30 La proteine deduite du gene CaNL260 (SEQ ID N° 11) soit 

SEQ ID N° 12 (PCaNL260) a 50,7 % de similarite en acides 
amines et 32,6 % d'identite en acides amines avec la proteine 
deduite de YNL260C. 

II n'y a pas de codon CTG dans CaNL260. 
35 EXEMPLE 6 : Clonage et sequen<?age du gene CaDR361 

On procede comme S l'exemple 4 & partir de sequences 
preiiminaires du genome de Candida albicans : 
Le site Internet de Stanford (http://candida.standford.edu/) 
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permet d'acceder directetnent aux sequences preiiminaires du 
genome de Candida albicans. 

L'une de ces sequences prfisente une homologie avec le 
gSne YDR361C de S. cerevisiae. Deux oligonucleotides ont ete 
5 choisis dans cette sequence soit : 

5' CCTCAAATTGATTTCCATGC 3' nomme SEQ ID N° 31 
et 5'GTGGAATCACTTCAACTGGC 3' nomme SEQ ID N° 32. 

Ces deux oligonucleotides sont utilises pour amplifier 
le fragment de C. albicans. Apr£s clonage, une sequence dite 
10 sonde de CaDR361 de 374 paires de bases proche de la sequence 
attendue a ete obtenue : la sonde de CaDR36l est appelSe SEQ 
ID N° 20. La proteine deduite de la sonde de CaDR361 (SEQ ID 
N° 20) a et6 comparee 4 celle de YDR361C ce qui met en 
Evidence une similarity de 52,4 % et une identity de 40,0 % 
15 entre ces deux sequences d'AA : cette comparaison est 
representee a la figure 6. 

Le fragment de 374 paires de bases de C. albicans a et£ 
utilise comme sonde pour criblage de la banque de g£nes de C. 
albicans prfiparSe par digestion partielle du DNA gSnomique de 
20 C. albicans par Saull/A et clonage dans le vecteur YEP 24 
(marqueur de selection Trp) au site de restriction Bam HI. 

La pr6hybridation et hybridation realises comme indique 
oi l'exemple 4, on obtient 4 clones positifs (H partir de 40 
000). On procdde au sequen<?age et l 1 analyse des sequences 
25 obtenues comme indique & l'exemple 4, et on obtient ainsi un 
clone se reveiant contenir la sequence codante complete 
correspondant S la sonde utilisee : ce gdne est appeie 
CaDR361 et cette sequence dite SEQ ID N° 13. 

CaDR361 a 53.9 % de nucleotides identiques k YDR361C de 
30 S. cerevisiae. 

CaDR361Il n'y a pas de codon CTG dans CaDR361. 
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REVENDICATIONS 



1) Polynucleotides isoies contenant chacun line sequence 
nucieotidique choisie dans le groupe suivant: 

5 a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moins 60 

% et de preference au moins 70 % d' identite avec un 
polynucleotide codant pour un polypeptide ayant la m§me 
fonction et ayant une sequence en acid^3 amines homo r logue 
d'une sequence choisie parmi SEQ ID N° ^, SEQ ID N o6 4, SEQ ID 
10 N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N* 14 

b) un. polynucleotide complement aire du polynucleotide a) 

c) un polynucleotide comprenaitt au moins 15 bases 
consecutives du polynucleotide def ini en a) et b). 

2) Polynucleotides selon la revendication 1 tels que ces 
15 polynucleotides sont des ADN. 

3) Polynucleotides selon la revendication 1 tels que ces 
polynucleotides sont des ARN. 

4) Polynucleotides tels que definis eL la revendication 2 
comprenant chacun une sequence de nucleotides choisie parmi 

20 SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID 
N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 

5) sequences d' ADN telles que definies aux revendications 1, 
2 et 4 caracterisees en ce que ces sequences d' ADN sont 
celles des gdnes codant respectivement pour des proteines de 

25 Candida albicans (ayant les memes fonctions que les proteines 
PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR361) et contenant chacune une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 

30 6) sequences d' ADN de genes selon la revendication 5 ou 6 
codant chacune pour une sequence d'acides amines, choisie 
parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ 
ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14. 
7) sequences d' ADN codant pour les proteines PCaDR472, 

35 PCaDR489 # lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 
selon les revendications 5 et 6 ainsi que les sequences d'ADN 
qui hybrident avec celles-ci et/ou presentent des homologies 
signif icatives avec ces sequences ou des fragments de celles- 



ci et codent pour des proteines ayant les m§mes fonctions. 

8) Sequences d'ADN selon les revendications 5 e\ 7 comprenant 
des modifications introduites par suppression, insertion 
et/ou substitution d'au moins un nucleotide codant pour des 

5 proteines ayant les mimes activites que les proteines 

PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260 / 
PCaDR361. 

9) Sequences d'ADN selon l'une des revendications 5 & 8 ainsi 
que les sequences d'ADN qui ont une homologie de sequence 

10 nuclSotidique d'au moins 50 % ou au moins 60 % et de 
preference au moins 70 % avec lesdites sequences d'ADN. 

10) sequences d'ADN selon l'une des revendications 5 a 9 
ainsi que les sequences d'ADN qui codent pour des proteines 
de fonctions similaires dont les sequences respectives en AA 

15 ont une homologie d'au moins 40 % et notamment de 45 % ou 
d'au moins 50 %, plutdt au moins 60 % et de preference au 
moins 70 % avec les sequences en AA cod£es par lesdites 
sequences d'ADN. 

11) Polypeptides ayant chacun une sequence d'acides amines 
20 choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID 

N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 codees par 
les sequences d'ADN selon l'une .des revendications 5 a 10 et 
les analogues de ces polypeptides. 

12) Procede de preparation de proteines recombinantes 

25 PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024 , PCaNL260, 
PCaDR361 ayant respect ivement les sequences d'acides amines 
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID 
N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 comprenant, pour la 
preparation de chacune de ces proteines, 1' expression dans un 

30 h8te approprie de la sequence d'ADN codant pour cette 
proteine selon l'une des revendications 5 ci 10 puis 
l'isolement et la purification de ladite proteine 
recombinante . 

13) Vecteurs d' expression contenant pour chacun l'une des 
35 sequences d'ADN selon l'une des revendications 5 k 10. 

14) Cellule hdte transformee avec un vecteur selon la 
revendication 13. 

15) Precede tel que defini s\ la revendication 12 dans lequel 



Feuilie avant rectification 



38 

la cellule hdte est E. coli DH5 alpha ou E. coli XLl-Blue. 

16) Proc£d6 tel que dSfini a la revendication 13 dans 
laquelle la cellule hdte est Saccharomyces cerevisae. 

17) L'un ou plusieurs des plasmides dgpos4s k la CNCM sous 

5 les num^ros 1-2214, 1-2215, 1-2216, 1-2217, 1-2211, 1-2212 et 
1-2213. 

18) ProcSdS de criblage de produits antifongiques caract€ris6 
en ce qu'il contprend une Stape oil 1'on mesure 1' activity de 
l'une des prolines PCaDR472, PCaDR489, !PCaDR527, 2PCaDR527, 

10 PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361, telles que dSfinies k la 

revendication 11, en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les propriStfis antifongiques et l'on 
sSlectionne les produits ayant un effet inhibiteur sur cette 
activity. 

15 19) Utilisation d'un produit sglectionnS par le procSdfi selon 
la revendication 19 pour l'obtention d'un agent antifongique. 

20) Utilisation des gSnes de Candida albicans ou des 
protfiines codfies par ces gSnes selon l'une des revendi cat ions 
5 a 11 pour la selection de produits ayant des propriStSs 

20 antifongiques selon la revendication 19 comme inhibiteurs des 
protSines de Candida albicans codSes par ces gSnes. 

21) Compositions pharmaceutiques renfermant k titre de 
principe actif au moins un inhibiteur des protSines de 
Candida albicans tel que dSfini k la revendication 20. 

25 22) Utilisation des compositions telles que dSfinies k la 
revendication 21 comme agents antifongiques. 

23) MSthode d' induction d'une rfiponse immunologique chez un 
mammifSre comprenant 1' inoculation k ce mammifdre d'un 
polypeptide tel que d§fini a la revendication 11 ou un 

30 fragment de ce polypeptide ayant la mime f one t ion de fagon & 
produire un anticorps permettant de protgger 1' animal contre 
la maladie. 

24) Anticorps dirig£ contre un polypeptide tel que defini a 
la revendication 11 ou un fragment de ce polypeptide ayant la 

35 m§me fonction. 

25) Anticorps tel que dfifini k la revendication 24 dirigS 
contre l'une quelconque des protSines PCaDR472, PCaDR489, 
lPCaDR527 # 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 ou un 
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fragment de ces protSines. 

26) Utilisation de 1'un quelconque des gSnes CaDR472, 
CaDR489, lCaDR527, 2CaDR527, CaFL024, CaNL260 et CaDR361 ou 
de 1'une quelconque des prolines cod£es par ces g£nes selon 

5 l'une des revendications 5 £ 11 pour la preparation de 

compositions utiles pour le diagnostic ou le traitement de 
maladies causSes par la levure pathogdne Candida albicans. 

27) Kit pour le diagnostic d' infections fongiques comprenant 
une sequence d'ADN tel que dSfini & l'une des revendications 

10 5 k 11 ou une sequence ayant une fonction similaire ou un 
fragment fonctionnel de cette sequence, le polypeptide codfi 
par cette sequence ou un fragment polypeptidique ayant la 
m§me fonction ou un anticorps dirigS contre un tel 
polypeptide cod6 par cette sequence d'ADN ou contre un 

15 fragment de ce polypeptide. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> Hoechst Marion Roussel 

<120> GSnes de Candida albicans et les pro twines codSes par 
ces gdnes . 

<130> 9902 

<140> 
<141> 

<160> 32 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 747 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) ... (747) 

<220> 

<221> nvodif ied_base 
<222> (136) (138) 

<400> 1 

atg tea aac gac gat ata ata etc cca tea gtt tea tec tta teg aaa 48 

Met Ser Asn Asp Asp lie He Leu. Pro Ser Val Ser Ser Leu Ser Lys 
15 10 IS 



eta act ata aat gat 
Leu Thr He Asn Asp 
20 



gta tea aaa tea gga ttt gga tac aat ccg tec 96 
Val Ser Lys Ser Gly Phe -Gly Tyr Asn Pro Ser 
25 30 
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ata gga cca ata tea aat act att acc eta gaa tct tea ctg gta tta 144 
lie Gly Pro lie Ser Asn Thr He Thr Leu Glu Ser Ser Ser Val Leu 
35 40 45 

tta aat aaa cgt aca ata tea tta aca cca aca tea tct gac tec att 192 
Leu Asn Lys Arg Thr He Ser Leu Thr Pro Thr Ser Ser Asp Ser He 
50 55 60 

tat gat aga aat att ate acg aaa aag cca cac gaa ate aac tta tct 240 
Tyr Asp Arg Asn He He Thr Lys Lys Pro His Glu He Asn Leu Ser 
65 70 75 80 

teg tta tea ttt ttg ttt tgt gag att att agt tgg gca cac tct aat 288 
Ser Leu Ser Phe Leu Phe Cys Glu He He Ser Tip Ala His Ser Asn 
85 90 95 

tec aaa ggc att caa gat tta gaa aat cgt tta aac gga tta ggt tat 336 
Ser Lys Gly He Gin Asp Leu Glu Asn Arg Leu Asn Gly Leu Gly Tyr 
100 105 110 

caa ata ggt caa cga tat etc gaa ttg tgt aaa ata aga gaa ggt ttt 384 
Gin He Gly Gin Arg Tyr Leu Glu Leu Cys Lys He Arg Glu Gly Phe 
115 120 125 

aaa aac agt aaa cga gag att aga ctt ttg gaa atg tta caa ttt att 432 
Lys Asn Ser Lys Arg Glu lie Arg Leu Leu Glu Met Leu Gin Phe He 
130 135 140 

cat ggt ccg ttc tgg aaa ttg att ttt ggt aaa act get aat gaa tta 480 
His Gly Pro Phe Trp Lys Leu He Phe Gly Lys Thr Ala Asn Glu Leu 
145 150 155 160 

gaa aaa teg caa gat ttg.ccc aat gaa tat atg att gtg gag aat gtg 528 
Glu Lys Ser Gin Asp Leu Pro Asn Glu Tyr Met He Val Glu Asn Val 
16S 170 175 
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cca tta tta aat aga ttt att agt ata cct aag gag tat ggc gac tta 576 
Pro Leu Leu Asn Arg Phe lie Ser lie Pro Lys Glu Tyr Gly Asp Leu 
180 185 190 

aat tgt tea gca ttt gtt gcg ggt ata att gag gga gca ctt gat aat 624 
Asn Cys Ser Ala Phe Val Ala Gly He He Glu Gly Ala Leu Asp Asn 
195 200 205 

agt gga ttc aat gec gat gtt aca gca cac acg gtc get aca gat gca 672 
Ser Gly Phe Asn Ala Asp Val Thr Ala His Thr Val Ala Thr Asp Ala 
210 215 220 

aat cca tta aga aca gta ttt ttg ate aag ttt gac gat tct gtt tta 720 
Asn Pro Leu Arg Thr Val Phe Leu He Lys Phe Asp Asp Ser Val Leu 
225 230 235 240 

att aga gag agt ttg aga ttt gga taa 747 
He Arg Glu Ser Leu Arg Phe Gly 
245 



<210> 2 
<211> 249 
<212> 

<213> Candida albicans 
<400> 2 

Met Ser Asn Asp Asp He lie Leu Pro Ser Val Ser Ser Leu Ser Lys 
15 10 15 

Leu Thr He Asn Asp Val Ser Lys Ser Gly Phe Gly Tyr Asn Pro Ser 
20 25 30 

He Gly Pro He Ser Asn Thr He Thr Leu Glu Ser Ser Ser Val Leu 
35 40 45 



Leu Asn Lys Arg Thr He Ser Leu Thr Pro Thr Ser Ser Asp Ser He 
50 55 60 
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Tyr Asp Arg Asn He He Thr Lys Lys Pro His Glu He Asn Leu Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu Ser Phe Leu Phe Cys Glu He He Ser Trp Ala His Ser Asn 
85 90 95 

Ser Lys Gly He Gin Asp Leu Glu Asn Arg Leu Asn Gly Leu Gly Tyr 
100 105 110 

Gin lie Gly Gin Arg Tyr Leu Glu Leu Cys Lys He Arg Glu Gly Phe 
115 120 125 

Lys Asn Ser Lys Arg Glu He Arg Leu Leu Glu Met Leu Gin Phe He 
130 135 140 

His Gly Pro Phe Trp Lys Leu He Phe Gly Lys Thr Ala Asn Glu Leu 
145 150 155 160 

Glu Lys Ser Gin Asp Leu Pro Asn Glu Tyr Met He Val Glu Asn Val 
165 170 175 

Pro Leu Leu Asn Arg Phe He Ser He Pro Lys Glu Tyr Gly Asp Leu 
180 185 190 

Asn Cys Ser Ala Phe Val Ala Gly lie lie Glu Gly Ala Leu Asp Asn 
195 200 205 

Ser Gly Phe Asn Ala Asp Val Thr Ala His Thr Val Ala Thr Asp Ala 
210 215 220 

Asn Pro Leu Arg Thr Val Phe Leu He Lys Phe Asp Asp Ser Val Leu 
225 230 235 240 

He Arg Glu Ser Leu Arg Phe Gly 
24S 
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<210> 3 
<211> 711 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1).,(711) 



<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (577).. (579) 



<400> 3 

atg gat att gac gat act tta aaa 
Met Asp He Asp Asp He Leu Lys 
1 5 



gaa ttt gaa gag tct tea aaa gat 48 
Glu Phe Glu Glu Ser Ser Lys Asp 
10 15 



gaa aag att age agt aaa aca teg tct ate aac tta tat caa gac ttg 96 
Glu Lys He Ser Ser Lys Thr Ser Ser He Asn Leu Tyr Gin Asp Leu 
20 25 30 



eta aga get atg ate aac gaa cgt atg get ccg gaa tta ttg cca tac 144 
Leu Arg Ala Met He Asn Glu Arg Met Ala Pro Glu Leu Leu Pro Tyr 
35 40 45 



aaa caa gat tta atg tec act gtt tta aca atg atg tct aac caa caa 192 

Lys Gin Asp Leu Met Ser Thr Val Leu Thr Met Met Ser Asn Gin bin 

50 55 60 

caa tat tta tta gaa tct cac gaa tat ggt gat atg aat ggc gac agt 240 

Gin Tyr Leu Leu Glu Ser His Glu Tyr Gly Asp Met Asn Gly Asp Ser 

65 70 75 80 

ggt gta tta tec gga gac ttt aaa tta caa eta atg att ate gaa act 288 

-Gly Val Leu Ser Gly Asp Phe Lys Leu Gin Leu Met He He Glu Thr 

85 90 95 
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gat tta gag cgt etc aac tat att gtt cga tta tac ata cga act cga 336 
Asp Leu Glu Arg Leu Asn Tyr He Val Arg Leu Tyr He Arg Thr Arg 
100 105 110 

ttg agt aag ttg aat aaa ttt act att ttt tac ate aat gaa age agt 384 
Leu Ser Lys Leu Asn Lys Phe Thr He Phe Tyr He Asn Glu Ser Ser 
115 120 125 

caa aat gat aat tta ttg tec aaa gag gaa aga gat tat ata cac aaa 432 
Gin Asn Asp Asn Leu Leu Ser Lys Glu Glu Arg Asp Tyr He His Lys 
130 135 140 

tat ttc cag att ttg act caa tta tat aac aac tgt ttc etc aaa aaa 480 
Tyr Phe Gin He Leu Thr Gin Leu Tyr Asn Asn Cys Phe Leu Lys Lys 
145 150 155 160 

eta cca caa atg ttg ace tat ttg gat gac ace agt ggt gga caa tea 528 
Leu Pro Gin Met Leu Thr Tyr Leu Asp Asp Thr Ser Gly Gly Gin Ser 
165 170 175 

atg ate gtt gag cca gat tta gac cag cct gtg ttt ate aaa tgt ace 576 
Met He Val Glu Pro Asp Leu Asp Gin Pro Val Phe He Lys Cys Thr 
180 185 190 

ctg gaa gtc cca ata tta eta gat tac gac ggt get aca gag ata gat 624 
Ser Glu Val Pro He Leu Leu Asp Tyr Asp Gly Ala Thr Glu lie Asp 
195 200 205 

tta gaa tta ata aaa aag gga gtc tac gtg gtg aaa tac age eta gtc 672 
Leu Glu Leu He Lys Lys Gly Val Tyr Val Val Lys Tyr Ser Leu Val 
210 215 220 



aaa aga tat att gat att gga gat gtg gta ttg ata tga 
Lys Arg Tyr He Asp He Gly Asp Val Val Leu He 
225 230 235 



711 
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<210> 4 
<211> 237 
<212> 

<213> Candida albicans 
<400> 4 

Met Asp lie Asp Asp lie Leu Lys Glu Phe Glu Glu Ser Ser Lys Asp 
15 10 15 

Glu Lys lie Ser Ser Lys Thr Ser Ser He Asn Leu Tyr Gin Asp Leu 
20 25 30 

Leu Arg Ala Met lie Asn Glu Arg Met Ala Pro Glu Leu Leu Pro Tyr 
35 40 45 

Lys Gin Asp Leu Met Ser Thr Val Leu Thr Met Met Ser Asn Gin Gin 
50 55 60 

Gin Tyr Leu Leu Glu Ser His Glu Tyr Gly Asp Met Asn Gly Asp Ser 
65 70 75 80 

Gly Val Leu Ser Gly Asp Phe Lys Leu Gin Leu Met He He Glu Thr 
85 90 95 

Asp Leu Glu Arg Leu Asn Tyr He Val Arg Leu Tyr He Arg Thr Arg 
100 105 ' 110 

Leu Ser Lys Leu Asn Lys Phe Thr He Phe Tyr He Asn Glu Ser Ser 
115 120 125 

Gin Asn Asp Asn Leu Leu Ser Lys Glu Glu Arg Asp Tyr He His Lys 
130 135 140 

Tyr Phe Gin He Leu Thr Gin Leu Tyr Asn Asn Cys Phe Leu Lys Lys 
145 ISO 155 160 



Leu Pro Gin Met Leu Thr Tyr Leu Asp Asp Thr Ser Gly Gly Gin Ser 
165 170 175 
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Met He Val Glu Pro Asp Leu Asp Gin Pro Val Phe He Lys Cys Thr 
180 185 190 

Ser Glu Val Pro He Leu Leu Asp Tyr Asp Gly Ala Thr Glu lie Asp 
195 200 205 

Leu Glu Leu He Lys Lys Gly Val Tyr Val Val Lys Tyr Ser Leu Val 
210 215 220 

Lys Arg Tyr He Asp He Gly Asp Val Val Leu He 
225 230 235 



<210> 5 
<211> 1383 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1383) 

<400> 5 

atg gat ttc ata gga gag att ata gag cat gag aca gag gca cct aaa 48 

Met Asp Phe He Gly Glu He He Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 

15 10 15 

gaa cca acc cca aaa ccc aca att ggt gga ttc ccc gaa ctt aaa aaa 96 
Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr He Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 

tta aaa gaa aag aaa gtc tea aga tgg agg caa aag caa caa cag gaa 144 
Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 



cag age aca act tec cca aaa act act gaa ate cgt tea gag get tec 
Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu He Arg Ser Glu Ala Ser 
50 55 60 



192 



48 



aaa att cac caa gaa aat ate gag aag atg get caa atg tea gag gaa 240 
Lys He His Gin Glu Asn He Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
65 70 75 80 

gag att ttg caa gag cgt gag gag tta eta aag ggt tta gat cct aaa 288 
Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
85 90 95 

tta att gaa agt ttg att ggt aga tec aag aaa agg gaa gca aca gac 336 
Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

cat gaa cac aat gga cat get cat gaa cat gca gag gga tac cat gga 384 
His Glu His Asn Gly Kis Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

tgg att gga tea atg aaa act tct gaa gga tta aca gat tta tct caa 432 
Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

tta gat aag gaa gat gtg gac cgt gca ttg ggt ata agt tea tta tec 480 
Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 160 

tta tct gaa cct gag ggt ggc agt aat acg aaa aaa gtc get ttc gac 528 
Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
165 170 175 

gat aat ate aag acg gtt aaa ttt gaa gat ttg gat gat gga att gaa 576 
Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Asp Leu Asp Asp Gly He Glu 
180 185 190 

ttg gat cca aat gga tgg gag gac gtt act gat gtc aat gaa tta gtt 624 
Leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Val Asn Glu Leu Val 
195 200 205 



cct aat aat gat cac att gca cct gac gat tac cag att aat cct gat 672 



49 

Pro Asn Asn Asp His lie Ala Pro Asp Asp Tyr Gin lie Asn Pro Asp 
210 215 220 



age gat gaa gaa gga ttg aat aat act gtt cat ttt aca aaa ccc aaa 720 
Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys Pro Lys 
225 230 235 240 

cag cca gat ttg gat ata aat gat ccc gat ttc ttt gat aag eta cat 768 
Gin Pro Asp Leu Asp lie Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 

gag aaa tac tat cct gat ttg cct aaa gaa aca gaa aag ttg tea tgg 616 
Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 

atg aca cag cca atg cca aaa caa ttg tct acc gtt tat gaa tea ata 864 
Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser lie 
275 280 285 

tct gat atg aga ttt gac ttt aaa gga gat tta att gaa ttg ggt cca 912 
Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu lie Glu Leu Gly Pro 
290 295 300 

gag gga gaa gaa cca aaa gat agt tea tec gaa ata cct act tat atg 960 
Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Ser Glu lie Pro Thr Tyr Met 
305 310 ' 315 320 

gga ctt eat cat cat teg gag aac cca cat atg gca ggt tat aca ttg 1008 
Gly Leu His His His Ser Glu Asn Pro His Met Ala Gly Tyr Thr Leu 
325 330 335 

ggt gag ttg gca cat tta gec aga teg act tta get gga caa aga tgc 1056 
Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 

ttg age att caa aca tta ggg aga ate tta cat aaa ttg gga tta cat 1104 . 
Leu Ser He Gin Thr Leu Gly Arg lie Leu His Lys Leu Gly Leu His 
355 360 365 



50 

aaa tac agt ata eta cca aaa aca gac tea gat gat cag agt ttt aca 1152 
Lys Tyr Ser lie Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 
370 375 380 

gat gaa ate aaa caa eta tea ctt gac ttt gaa gat atg atg tgg gac 1200 
Asp Glu lie Lys Gin Leu Ser Leu Asp Phe Glu Asp Met Met Trp Asp 
385 390 395 400 

ttg ata gac caa tta cga ate att gaa aca ata aca gag gca get gat 1248 
Leu lie Asp Gin Leu Arg lie lie Glu Thr lie Thr Glu Ala Ala Asp 
405 410 415 

gaa aaa aag acc aga aac tta tct gtc aga aat tat gca ata gag gca 1296 
Glu Lys Ly9 Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala lie Glu Ala 
420 425 430 

ttg tgg tta tat aga act gga ggt gga aga cca gag ata act aaa caa 1344 
Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu lie Thr Lys Gin 
435 440 445 

acc gaa gag gat ttg ata gca caa gca gtt cag aaa taa 1383 
Thr Glu Glu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 
450 455 460 



<210> 6 
<211> 461 
<212> 

<213> Candida albicans 
<400> 6 

Met Asp Phe He Gly Glu He He Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 
1 5 10 15 



Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr He Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 



51 

Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 



Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu lie Arg Ser Glu Ala Ser 
50 55 60 

Lys lie His Gin Glu Asn lie Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
65 70 75 80 

Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
85 90 95 

Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 160 

Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
165 170 175 

Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Asp Leu Asp Asp Gly He Glu 
180 185 190 

Leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Val Asn Glu Leu Val 
195 200 205 

Pro Asn Asn Asp His He Ala Pro Asp Asp Tyr Gin He Asn Pro Asp 
210 215 220 

Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys Pro Lys 
225 230 235 240 



52 

Gin Pro Asp Leu Asp He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 

Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 

Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser He 
275 280 285 

Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu He Glu Leu Gly Pro 
290 295 300 

Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Ser Glu He Pro Thr Tyr Met 
305 310 315 320 

Gly Leu His His His Ser Glu Asn Pro His Met Ala Gly Tyr Thr Leu 
325 330 335 

Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 

Leu Ser He Gin Thr Leu Gly Arg He Leu His Lys Leu Gly Leu His 
355 360 365 

Lys Tyr Ser He Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 
370 375 380 

Asp Glu He Lys Gin Leu Ser Leu Asp Phe Glu Asp Met Met Trp Asp 
385 390 395 400 

Leu He Asp Gin Leu Arg He He Glu Thr He Thr Glu Ala Ala Asp 
405 410 41S 

Glu Lys Lys Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala He Glu Ala 

420 425 430 



Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu He Thr Lys Gin 
435 440 445 



53 



Thr Glu Glu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 
450 455 460 



<210> 7 
<211> 1383 
<212> ADN 

<2 13 > Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .:(1380) 

<400> 7 

atg gat ttc at a gga gag att ata gag cat gag aca gag gca cct aaa 48 

Met Asp Phe He Gly Glu He He Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 

1 5 10 15 

gaa cca acc cca aaa ccc aca att ggt gga ttc ccc gaa ctt aaa aaa 96 
Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr He Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 

tta aaa gaa aag aaa gtc tea aga tgg agg caa aag caa caa cag gag 144 
Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 

cag age aca act tec cca aaa act act gaa ate cgt tea gag get tec 192 
Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu lie Arg Ser Glu Ala Ser 
50 55 60 

aaa att cac caa gaa aat ate gag aag atg get caa atg tea gag gaa 240 
Lys He His Gin Glu Asn He Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
65 70 75 80 



gag att ttg caa gag cgt gag gag tta eta aag ggt tta gac cct aaa 
Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
85 90 95 



288 



54 

tta att gaa agt ttg att ggt aga tec aag aaa agg gaa gca aca gac 336 
Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

cat gaa cac aat gga cat get cat gaa cat gca gag gga tac cat gga 3 84 
His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

tgg att gga tea atg aaa act tct gaa gga tta aca gat tta tct caa 432 
Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

tta gat aag gaa gat gtg gac cgt get ttg ggt ata agt tea tta tec 480 
Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 160 

tta tct gaa cct gag ggt ggc age aat acg aaa aaa gtc get ttc gac 528 
Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
165 170 175 

gat aat ate aag acg gtt aaa ttt gaa get ttg gat gat gaa att gaa 576 
Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Ala Leu Asp Asp Glu He Glu 
180 ■ 185 190 

ttg gat cca aat gga tgg gag gac gtt act gat gtc aat gaa tta gtt 624 
Leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Val Asn Glu Leu Val 
195 200 205 

cct aat aat gat cac att gca cct gac gat tac cag att aat cct gat 672 
Pro Asn Asn Asp His lie Ala Pro Asp Asp Tyr Gin He Asn Pro Asp 
210 215 220 



age gat gaa gaa gga ttg aat aat act gtt cat ttt aca aaa 
Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys 
225 o 230 235 



ccc aaa 
Pro Lys 
240 



720 



55 

cag cca gat ttg gat ata aat gat ccc gat ttc ttt gat aag eta cat 768 

Gin Pro Asp Leu Asp He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 

gag aaa tac tat cct gat ttg cct aaa gaa aca gaa aag ttg tea tgg 816 
Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 

atg aca cag cca atg cca aaa caa ttg tct aca gtt tat gaa tea ata 864 
Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser He 
275 280 285 

tct gat atg aga ttt gae ttc aaa gga gat tta att gaa ttg age gca 912 
Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu He Glu Leu Ser Ala 
290 295 300 

gag gga gaa gaa cca aaa gat agt tea ttc gaa ata cct act tat atg 960 
Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Phe Glu lie Pro Thr Tyr Met 
305 310 315 320 

gga ctt cat cat cat teg gag aac cca cat atg gca ggt tat aca ttg 1008 
Gly Leu His His His Ser Glu Asn Pro His Met Ala Gly Tyr Thr Leu 
325 330 335 

ggt gag ttg gca cat tta gee aga teg act tta get gga caa aga tgc 1056 
Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Tnr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 

ttg age att caa aca tta ggg aga ata tta cat aaa ttg gga tta cat 1104 
Leu Ser He Gin Thr Leu Gly Arg He Leu His Lys Leu Gly Leu His 
355 360 365 ■ 

aaa tac agt ata eta cca aaa aca gae tea gat gat cag agt ttt aca 1152 
Lys Tyr Ser He Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 
370 375 380 • 



56 

gat gaa ate aaa caa eta tea ctt gac ttt gaa gat atg atg tgg gac 1200 
Asp Glu lie Lys Gin Leu Ser Leu Asp Phe Glu Asp Met Met Trp Asp 
385 390 395 400 

ttg ata gac caa tta cga ate att gaa aca ata aca gag gea get gat 1248 
Leu lie Asp Gin Leu Arg lie lie Glu Thr lie Thr Glu Ala Ala Asp 
405 410 415 

gaa aaa aag acc aga aac tta tct gtc aga aat tat gca ata gag gea 1296 
Glu Lys Lys Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala lie Glu Ala 
420 425 430 



ttg tgg tta tat aga act gga ggt gga aga cca gag ata act aaa caa 1344 
Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu He Thr Lys Gin 
435 440 445 

acc gaa gag gat ttg ata gca caa gca gtt cag aaa taa 1383 
Thr Glu Glu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 
450 455 460 



<210> 8 
<211> 460 
<212> 

<213> Candida albicans 
c400> 8 

Met Asp Phe He Gly Glu He He Glu His Glu Thr Glu Ala Pro Lys 
15 10 15 

Glu Pro Thr Pro Lys Pro Thr He Gly Gly Phe Pro Glu Leu Lys Lys 
20 25 30 

Leu Lys Glu Lys Lys Val Ser Arg Trp Arg Gin Lys Gin Gin Gin Glu 
35 40 45 



Gin Ser Thr Thr Ser Pro Lys Thr Thr Glu He Arg Ser Glu Ala Ser 
50 55 60 



57 

Lys He His Gin Glu Asn He Glu Lys Met Ala Gin Met Ser Glu Glu 
65 70 75 80 

Glu He Leu Gin Glu Arg Glu Glu Leu Leu Lys Gly Leu Asp Pro Lys 
85 90 95 

Leu He Glu Ser Leu He Gly Arg Ser Lys Lys Arg Glu Ala Thr Asp 
100 105 110 

His Glu His Asn Gly His Ala His Glu His Ala Glu Gly Tyr His Gly 
115 120 125 

Trp He Gly Ser Met Lys Thr Ser Glu Gly Leu Thr Asp Leu Ser Gin 
130 135 140 

Leu Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Ala Leu Gly He Ser Ser Leu Ser 
145 150 155 160 

Leu Ser Glu Pro Glu Gly Gly Ser Asn Thr Lys Lys Val Ala Phe Asp 
165 170 175 

Asp Asn He Lys Thr Val Lys Phe Glu Ala Leu Asp Asp Glu He Glu 
180 185 190 

Leu Asp Pro Asn Gly Trp Glu Asp Val Thr Asp Val Asn Glu Leu Val 
195 200 205 

Pro Asn Asn Asp His He Ala Pro Asp Asp Tyr Gin lie Asn Pro Asp 
210 215 220 

Ser Asp Glu Glu Gly Leu Asn Asn Thr Val His Phe Thr Lys Pro Lys 
225 230 235 240 

Gin Pro Asp Leu Asp He Asn Asp Pro Asp Phe Phe Asp Lys Leu His 
245 250 255 



Glu Lys Tyr Tyr Pro Asp Leu Pro Lys Glu Thr Glu Lys Leu Ser Trp 
260 265 270 



58 



Met Thr Gin Pro Met Pro Lys Gin Leu Ser Thr Val Tyr Glu Ser lie 
275 280 285 

Ser Asp Met Arg Phe Asp Phe Lys Gly Asp Leu lie Glu Leu Ser Ala 
290 295 300 

Glu Gly Glu Glu Pro Lys Asp Ser Ser Phe Glu lie Pro Thr Tyr Met 
305 310 315 320 

Gly Leu His His His Ser Glu Asn Pro His Met Ala Gly Tyr Thr Leu 
325 330 335 

Gly Glu Leu Ala His Leu Ala Arg Ser Thr Leu Ala Gly Gin Arg Cys 
340 345 350 

Leu Ser lie Gin Thr Leu Gly Arg He Leu His Lys Leu Gly Leu His 
355 360 365 

Lys Tyr Ser He Leu Pro Lys Thr Asp Ser Asp Asp Gin Ser Phe Thr 
370 375 380 

Asp Glu He Lys Gin Leu Ser Leu Asp Phe Glu Asp Met Met Trp Asp 
385 390 395 400 

Leu He Asp Gin Leu Arg He He Glu Tnr He Thr Glu Ala Ala Asp 
405 410 415 

Glu Lys Lys Thr Arg Asn Leu Ser Val Arg Asn Tyr Ala He Glu Ala 
420 425 430 



Leu Trp Leu Tyr Arg Thr Gly Gly Gly Arg Pro Glu He Thr Lys Gin 
435 440 445 



Thr Glu Glu Asp Leu He Ala Gin Ala Val Gin Lys 
450 455 460 
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<210> 9 
<211> 2262 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

t 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2262) 

<220> 

<22l> modif ied^base 
<222> (1093) . . (1095) 

<220> 

<221> modif ied_ba9e 
<222> (1828) . . (1830) 

<400> 9 

atg gca gca gca cca cca cca cca gcg aaa aac cag ggt aag gca aaa 48 

Met Ala Ala Ala Pro Pro Pro Pro Ala Lys Asn Gin Gly Lys Ala Lys 
15 10 15 

cag cat gtt aca ggt gcc agg ttc cgt cag cga aaa ate teg gta aag 96 
Gin His Val Thr Gly Ala Arg Phe Arg Gin Arg Lys lie Ser Val Lys 
20 25 30 

cag ccc ttg act att tat aaa cag aga gac eta cct act eta gat age 144 
Gin Pro Leu Thr lie Tyr Lys Gin Arg Asp Leu Pro Thr Leu Asp Ser 
35 40 45 

aat gag tta gag cct agt caa gtc cat cat tta aat tct aat gcg tea 192 
Asn Glu Leu Glu Pro Ser Gin Val His His Leu Asn Ser Asn Ala Ser 
50 55 60 

tea tea tea aca caa caa ccg aga gac ctt cat gca gtt gaa act ggg 240 
Ser Ser Ser Thr Gin Gin Pro Arg Asp Leu His Ala Val Glu Thr Gly 
65 70 75 80 



60 

gtt gac aag aat gag gaa gag gaa gtg cat etc cag caa gtt ate aat 288 
Val Asp Lys Asn Glu Glu Glu Glu Val His Leu Gin Gin Val lie Asn 
85 90 95 

get gca caa aaa gca ctt ttg ggt teg aaa aaa gaa gaa aaa age agt 336 
Ala Ala Gin Lys Ala Leu Leu Gly Ser Lys Lys Glu Glu Lys Ser Ser 
100 105 110 

gat atg tat att ccc aca ccg gac get teg agg ata tgg ccc gag gea 384 
Asp Met Tyr lie Pro Thr Pro Asp Ala Ser Arg lie Trp Pro Glu Ala 
115 120 125 

cac aag tat tac aag gat caa aag ttc aag cag cca gag aca tat ate 432 
His Lys Tyr Tyr Lys Asp Gin Lys Phe Lys Gin Pro Glu Thr Tyr lie 
130 135 140 

aag ttt agt gcg aca gta gag gac aca gtg ggt gtg gag tac aat atg 480 
Lys Phe Ser Ala Thr Val Glu Asp Thr Val Gly Val Glu Tyr Asn Met 
145 150 155 160 

gac gag gta gat gaa aag ttt tat aga gag aca eta tgc aag tac tat 528 
Asp Glu Val Asp Glu Lys Phe Tyr Arg Glu Thr Leu Cys Lys Tyr Tyr 
165 170 175 

ccc aaa aag aaa aac aag tea gat gag aac aat cga aag tgt act gaa 576 
Pro Lys Lys Lys Asn Lys Ser Asp Glu Asn Asn Arg Lys Cys Thr Glu 
180 185 190 

ttg gag ttt gaa aca ate tgt gac aag ttg gaa aag ace att gaa gca 624 
Leu Glu Phe Glu Thr lie Cys Asp Lys Leu Glu Lys Thr He Glu Ala 
195 200 205 

cga caa ccg ttt ttg tct atg gac ccc age aac att eta teg tac gag 672 
Arg Gin Pro Phe Leu Ser Met Asp Pro Ser Asn He Leu Ser Tyr Glu 
210 215 220 



61 

gag ttg teg teg tac att gtg gat cag ttt aaa agt gca gtg aaa aca 720 

Glu Leu Ser Ser Tyr lie Val Asp Gin Phe Lys Ser Ala Val Lys Thr 
225 230 235 240 

age aac ccg tat att gtt ace aat ggt ggg aat eta gag tat ata teg 768 
Ser Asn Pro Tyr lie Val Thr Asn Gly Gly Asn Leu Glu Tyr lie Ser 
245 250 255 

acg aca get tta aaa gag aga ttg teg aag gaa ata aag tat gaa ccg 816 
Thr Thr Ala Leu Lys Glu Arg Leu Ser Lys Glu lie Lys Tyr Glu Pro 
260 265 270 

ttt gtt act att ttt gat aag aac caa atg tec aca agt geg gtg aga 864 
Phe Val Thr lie Phe Asp Lys Asn Gin Met Ser Thr Ser Ala Val Arg 
275 280 285 

cct att ccc aaa ttg ttt gag ttg ttc ggc aga cct gtt tat gat cat 912 
Pro lie Pro Lys Leu Phe Glu Leu Phe Gly Arg Pro Val Tyr Asp His 
290 295 300 

tgg aag gag. aga aaa ata gaa aga aag ggc aaa acc ate cag ccc aca 960 
Trp Lys Glu Arg Lys lie Glu Arg Lys Gly Lys Thr lie Gin Pro Thr 
305 310 315 320 

etc aaa ttt gag gat cct aac teg aac gaa aag gaa aac gac aat gac 1008 
Leu Lys Phe Glu Asp Pro Asn Ser Asn Glu Lys Glu Asn Asp Asn Asp 
32S 330 335 

cca tat ata tgt ttc aga cga cgt gag ttt agg caa gca aga aag acg 1056 
Pro Tyr lie Cys Phe Arg Arg Arg Glu Phe Arg Gin Ala Arg Lys Thr 
340 345 350 



aga aga gee gat aca att ggt gca gag aga ata aga ctg atg caa aag 
Arg Arg Ala Asp Thr lie Gly Ala Glu Arg lie Arg Ser Met Gin Lys 
355 360 365 



1104 



62 

teg ttg cac cgc gca cgt gat ttg ata atg agt gtt agt gaa aga gag 1152 
Ser Leu His Arg Ala Arg Asp Leu He Met Ser Val Ser Glu Arg Glu 
370 375 380 

ate etc aaa etc gac aat ttt caa gca gag cat gaa ttg ttt aaa gee 1200 
He Leu Lys Leu Asp Asn Phe Gin Ala Glu His Glu Leu Phe Lys Ala 
385 390 395 400 

agg tgc get acc aag get tgt aag agg gag etc aat ate aag ggt gac 1248 
Arg Cys Ala Thr Lys Ala Cys Lys Arg Glu Leu Asn He Lys Gly Asp 
405 410 415 

gaa tac ttg ttc ttt ecg cat aaa aag aag aaa att gtt cgt act gaa 1296 
Glu Tyr Leu Phe Phe Pro His Lys Lys Lys Lys He Val Arg Thr Glu 
420 425 430 

gat gaa gaa agg gag aag aag aga gaa aag aag aag caa gac caa gaa 1344 
Asp Glu Glu Arg Glu Lys Lys Arg Glu Lys Lys Lys Gin Asp Gin Glu 
435 440 445 

ctt gca etc aag caa caa caa gca eta cag caa cag cag caa caa cca 1392 
Leu Ala Leu Lys Gin Gin Gin Ala Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Pro 
450 455 460 

cca caa cca cca caa caa gca cca tea aaa caa gat ggt aca tea acg 1440 
Pro Gin Pro Pro Gin Gin Ala Pro Ser Lys Gin Asp Gly Thr Ser Thr 
465 470 475 480 

age cag cct tat gtc aaa etc cca ccc gca aaa gtt cca gat atg gat 1488 
Ser Gin Pro Tyr Val Lys Leu Pro Pro Ala Lys Val Pro Asp Met Asp 
485 490 495 



ctt gtt aca gtt teg ttg gta tta aag gaa aag aac 
Leu Val Thr Val Ser Leu Val Leu Lys Glu Lys Asn 
500 SOS 



gaa acc ate aaa 
Glu Thr He Lys 
510 



1536 



63 

cgt get gtg ttg gag aaa ttg cgc aag aga aag gaa cac gac aag gga 1584 
Arg Ala Val Leu Glu Lys Leu Arg Lys Arg Lys Glu His Asp Lys Gly 
515 520 525 



ttt ate aat ttg aca gac gat ccg tat cag cca ttt ttc gat att tea 1632 
Phe lie Asn Leu Thr Asp Asp Pro Tyr Gin Pro Phe Phe Asp He Ser 
530 535 540 



ace aat agg gee gaa gag ttg age cat att ccg tat teg teg att gcg 1680 
Thr Asn Arg Ala Glu Glu Leu Ser His He Pro Tyr Ser Ser He Ala 
545 550 555 560 



gee aca cac tat cac caa ttc aac aca teg aac tac atg aac gac caa 1728 
Ala Thr His Tyr His Gin Phe Asn Thr Ser Asn Tyr Met Asn Asp Gin 
565 570 575 



ctt aaa aag eta ctt gaa gag aaa aaa cct tta cct ggt gta aaa acg 1776 
Leu Lys Lys Leu Leu Glu Glu Lys Lys Pro Leu Pro Gly Val Lys Thr 
580 585 590 

ttt ttg ggt tct aac ggg gag ttg gta cca teg aag gca ttt cca cat 1824 
Phe Leu Gly Ser Asn Gly Glu Leu Val Pro Ser Lys Ala Phe Pro His 
595 600 605 

ttg ctg teg ttg ctt gag gaa aag tat aag gcg aca agt ggg tat att 1872 
Leu Ser Ser Leu Leu Glu Glu Lys Tyr Lys Ala Thr Ser Gly Tyr He 
610 615 620 



gaa cga tta ttg caa age gtg gag acg caa gat ttt agt tea tac acc 1920 
Glu Arg Leu Leu Gin Ser Val Glu Thr Gin Asp Phe Ser Ser Tyr Thr 
625 630 635 640 



aat ggc ttt aaa gat gtt gag cca aaa gaa aca aat gaa cct gtt atg 1968 
Asn Gly Phe Lys Asp Val Glu Pro Lys Glu Thr Asn Glu Pro Val Met 
645 650 655 



64 

gcg ttt ccc cag aga ata cgt cga aga gtg ggc agg get ggc agg gtt 20X6 
Ala Phe Pro Gin Arg lie Arg Arg Arg Val Gly Arg Ala Gly Arg Val 
660 665 670 

ttt ttg gac cac cag caa gag tac ccg caa ccg aat ttt cag caa gac 2064 
Phe Leu Asp His Gin Gin Glu Tyr Pro Gin Pro Asn Phe Gin Gin Asp 
675 680 685 

aca gat cgt gtg gga ggt ate cca gat gtg tat tgt aaa gag gat gec 2112 
Thr Asp Arg Val Gly Gly He Pro Asp Val Tyr Cys Lys Glu Asp Ala 
690 695 700 

att aaa cga tta cag tea aag tgg aag tte gat aca gaa tat aaa aca 2160 
He Lys Arg Leu Gin Ser Lys Trp Lys Phe Asp Thr Glu Tyr Lys Thr 
70S 710 715 720 

act gaa cca ttt agt ttg gat cct tea aag ttg aat ggt att agt cca 2208 
Thr Glu Pro Phe Ser Leu Asp Pro Ser Lys Leu Asn Gly He Ser Pro 
725 730 735 

tct acg caa teg att aga ttt ggg tct atg ttg ttg aat aga aca cgt 2256 
Ser Thr Gin Ser He Arg Phe Gly Ser Met Leu Leu Asn Arg Thr Arg 
740 745 750 

aaa tag 2262 
Lys 



<210> 10 
<211> 754 
<212> 

<213> Candida albicans 



<400> 10 

Met Ala Ala Ala Pro Pro Pro Pro Ala Lys 
IS 10 



Asn Gin Gly Lys Ala Lys 
15 



65 

Gin His Val Thr Gly Ala Arg Phe Arg Gin Arg Lys lie Ser Val Lys 
20 25 30 



Gin Pro Leu Thr He Tyr Lys Gin Arg Asp Leu Pro Thr Leu Asp Ser 
35 40 45 

Asn Glu Leu Glu Pro Ser Gin Val His His Leu Asn Ser Asn Ala Ser 
50 55 60 

Ser Ser Ser Thr Gin Gin Pro Arg Asp Leu His Ala Val Glu Thr Gly 
65 70 75 80 

Val Asp Lys Asn Glu Glu Glu Glu Val His Leu Gin Gin Val He Asn 
85 90 95 

Ala Ala Gin Lys Ala Leu Leu Gly Ser Lys Lys Glu Glu Lys Ser Ser 
100 105 110 

Asp Met Tyr He Pro Thr Pro Asp Ala Ser Arg He Trp Pro Glu Ala 
115 120 125 

His Lys Tyr Tyr Lys Asp Gin Lys Phe Lys Gin Pro Glu Thr Tyr He 
130 135 140 

Lys Phe Ser Ala Thr Val Glu Asp Thr Val Gly Val Glu Tyr Asn Met 
145 150 155 160 

Asp Glu Val Asp Glu Lys Phe Tyr Arg Glu Thr Leu Cys Lys Tyr Tyr 
165 170 175 

Pro Lys Lys Lys Asn Lys Ser Asp Glu Asn Asn Arg Lys Cys Thr Glu 
180 185 190 



Leu Glu Phe Glu Thr He Cys. Asp Lys Leu Glu Lys Thr He Glu Ala 
195 200 205 



Arg Gin Pro Phe Leu Ser Met Asp Pro Ser Asn He Leu Ser Tyr Glu 
210 215 220 



66 



Glu Leu Ser Ser Tyr lie Val Asp Gin Phe Lys Ser Ala Val Lys Thr 
225 230 235 240 



Ser Asn Pro Tyr lie Val Thr Asn Gly Gly Asn Leu Glu Tyr lie Ser 
245 250 255 

Thr Thr Ala Leu Lys Glu Arg Leu Ser Lys Glu lie Lys Tyr Glu Pro 
260 265 270 

Phe Val Thr lie Phe Asp Lys Asn Gin Met Ser Thr Ser Ala Val Arg 
275 280 285 

Pro He Pro Lys Leu Phe Glu Leu Phe Gly Arg Pro Val Tyr Asp His 
290 295 300 

Trp Lys Glu Arg Lys He Glu Arg Lys Gly Lys Thr He Gin Pro Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Phe Glu Asp Pro Asn Ser Asn Glu Lys Glu Asn Asp Asn Asp 
325 330 335 

Pro Tyr He Cys Phe Arg Arg Arg Glu Phe Arg Gin Ala Arg Lys Thr 
340 345 350 

Arg Arg Ala Asp Thr He Gly Ala Glu Arg He Arg Ser Met Gin Lys 
355 360 36S 

Ser Leu His Arg Ala Arg Asp Leu He Met Ser Val Ser Glu Arg Glu 
370 375 380 

He Leu Lys Leu Asp Asn Phe Gin Ala Glu His Glu Leu Phe Lys Ala 
385 390 395 400 



Arg Cys Ala Thr Lys Ala Cys Lys Arg Glu Leu Asn He Lys Gly Asp 
405 410 415 
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Glu Tyr Leu Phe Phe Pro His Lys Lys Lys Lys lie Val Arg Thr Glu 
420 425 430 



Asp Glu Glu Arg Glu Lys Lys Arg Glu Lys Lys Lys Gin Asp Gin Glu 
435 440 445 

Leu Ala Leu Lys Gin Gin Gin Ala Leu Gin Gin Gin Gin Gin Gin Pro 
450 455 460 

Pro Gin Pro Pro Gin Gin Ala Pro Ser Lys Gin Asp Gly Thr Ser Thr 
46S 470 475 480 

Ser Gin Pro Tyr Val Lys Leu Pro Pro Ala Lys Val Pro Asp Met Asp 
485 490 495 

Leu Val Thr Val Ser Leu Val Leu Lys Glu Lys Asn Glu Thr lie Lys 
S00 505 S10 

Arg Ala Val Leu Glu Lys Leu Arg Lys Arg Lys Glu His Asp Lys Gly 
515 520 525 

Phe lie Asn Leu Thr Asp Asp Pro Tyr Gin Pro Phe Phe Asp lie Ser 
530 535 540 

Thr Asn Arg Ala Glu Glu Leu Ser His lie Pro Tyr Ser Ser He Ala 
545 550 555 560 

Ala Thr His Tyr His Gin Phe Asn Thr Ser Asn Tyr Met Asn Asp Gin 
S65 570 575 

Leu Lys Lys Leu Leu Glu Glu Lys Lys Pro Leu Pro Gly Val Lys Thr 
580 585 590 



Phe Leu Gly Ser Asn Gly Glu Leu Val Pro Ser Lys Ala Phe Pro His 
595 600 605 



Leu Ser Ser Leu Leu Glu Glu Lys Tyr Lys Ala Thr Ser Gly Tyr lie 
610 615 620 
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Glu Arg Leu Leu Gin Ser Val Glu Thr Gin Asp Phe Ser Ser Tyr Thr 
625 630 635 640 

Asn Gly Phe Lys Asp Val Glu Pro Lys Glu Thr Asn Glu Pro Val Met 
645 650 655 

Ala Phe Pro Gin Arg He Arg Arg Arg Val Gly Arg Ala Gly Arg Val 
660 665 670 

Phe Leu Asp His Gin Gin Glu Tyr Pro Gin Pro Asn Phe Gin Gin Asp 
675 680 685 

Thr Asp Arg Val Gly Gly He Pro Asp Val Tyr Cys Lys Glu Asp Ala 
690 695 700 

He Lys Arg Leu Gin Ser Lys Trp Lys Phe Asp Thr Glu Tyr Lys Thr 
705 710 715 720 

Thr Glu Pro Phe Ser Leu Asp Pro Ser Lys Leu Asn Gly He Ser Pro 
725 730 735 

Ser Thr Gin Ser He Arg Phe Gly Ser Met Leu Leu Asn Arg Thr Arg 
740 745 750 

Lys 

<210> 11 
<211> 447 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> COS 

<222> (1}..<447) 
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<400> 11 

atg tea gat ata gat ata gat aat gta tta aat tta gaa gaa gaa caa 48 
Met Ser Asp lie Asp lie Asp Asn Val Leu Asn Leu Glu Glu Glu Gin 
15 10 15 

tat gaa tta gga ttt aaa gaa ggt caa ata caa gga aca aaa gat caa 96 
Tyr Glu Leu Gly Phe Lys Glu Gly Gin He Gin Gly Thr Lys Asp Gin 
20 25 30 

tat tta gaa gga aaa gaa tat ggt tat caa act gga ttt caa cga ttt 144 
Tyr Leu Glu Gly Lys Glu Tyr Gly Tyr Gin Thr Gly Phe Gin Arg Phe 
35 40 45 

tta ate att ggt tat att caa gaa tta atg aaa ttt tgg tta tec cat 192 
Leu He He Gly Tyr He Gin Glu Leu Met Lys Phe Trp Leu Ser His 
50 55 60 

ata gat caa tat aat aac tct tct tea ctt egg aat cat ttg aat aat 240 
lie Asp Gin Tyr Asn Asn Ser Ser Ser Leu Arg Asn His Leu Asn Asn 
65 70 75 80 

ttg gaa gat att atg gca caa att tct ata acg aat gga gat aaa gaa 288 
Leu Glu Asp He Met Ala Gin He Ser He Thr Asn Gly Asp Lys Glu 
85 90 95 

gtt gaa gat tat gaa aaa aat att aaa aag gca aga aat aaa tta aga 336 
Val Glu Asp Tyr Glu Lys Asn He Lys Lys Ala Arg Asn Lys Leu Arg 
100 105 110 

gtg ata get agt ata act aaa gaa act tgg aaa att gat tea ttg gat 384 
Val lie Ala Ser He Thr Lys Glu Thr Trp Lys lie Asp Ser Leu Asp 
115 120 125 



aat ttg gtg aaa gaa gta ggt gga act tta caa gtt agt gaa aac ccc 
Asn Leu Val Lys Glu Val Gly Gly Thr Leu Gin Val Ser Glu Asn Pro 
130 135 140 



432 



70 



gat gat atg tgg tga 447 

Asp Asp Met Trp 

145 



<210> 12 
<211> 149 
<2X2> 

<213> Candida albicans 
<400> 12 

Met Ser Asp lie Asp He Asp Asn Val Leu Asn Leu Glu Glu Glu Gin 
15 10 15 

Tyr Glu Leu Gly Phe Lys Glu Gly Gin He Gin Gly Thr Lys Asp Gin 
20 25 30 

Tyr Leu Glu Gly Lys Glu Tyr Gly Tyr Gin Thr Gly Phe Gin Arg Phe 
35 40 45 

Leu lie He Gly Tyr He Gin Glu Leu Met Ly9 Phe Trp Leu Ser His 
50 55 60 

He Asp Gin Tyr Asn Asn Ser Ser Ser Leu Arg Asn His Leu Asn Asn 
65 70 75 80 

Leu Glu Asp He Met Ala Gin He Ser lie Thr Asn Gly Asp Lys Glu 
85 90 95 

Val Glu Asp Tyr Glu Lys Asn He Lys Lys Ala Arg Asn Lys Leu Arg 
100 105 110 

Val He Ala Ser He Thr Lys Glu Thr Trp Lys He Asp Ser Leu Asp 
115 120 125 



Asn Leu Val Lys Glu Val Gly Gly Thr Leu Gin Val Ser Glu Asn Pro 
130 135 140 



71 



Asp Asp Met Trp 
145 



<210> 13 
<211> 966 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (966) 

<400> 13 

atg ggt aaa aga aga gta gat gaa gaa tct gat tea gat att gat gtt 48 
Met Gly Lys Arg Arg Val Asp Glu Glu Ser Asp Ser Asp He Asp Val 
15 10 15 

agt tea acc gat tea gaa act gaa tta gaa age aca caa caa caa caa 96 
Ser Ser Thr Asp Ser Glu Thr Glu Leu Glu Ser Thr Gin Gin Gin Gin 
20 25 30 

caa caa caa gaa ggt get act aca att caa gaa act gtt gat gtt gat 144 
Gin Gin Gin Glu Gly Ala Thr Thr He Gin Glu Thr Val Asp Val Asp 
35 .40 45 

ttt gat ttt ttt gat tta aat cct caa att gat ttc cat get act aag 192 
Phe Asp Phe Phe Asp Leu Asn Pro Gin lie Asp Phe His Ala Thr Lys 
50 55 60 

aat ttt tta aga caa tta ttt ggt gat gat aat gga gaa ttt aat tta 240 
Asn Phe Leu Arg Gin Leu Phe Gly Asp Asp Asn Gly Glu Phe Asn Leu 
65 70 75 80 



agt gaa ata gee gat tta att tta cga gaa aat tec gtg ggg aca tea 
Ser Glu He Ala Asp Leu He Leu Arg Glu Asn Ser Val Gly Thr Ser 
85 90 95 



288 
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att aaa act gaa gga atg gaa agt gat cca ttt gca att tta agt gta 336 
lie Lys Thr Glu Gly Met Glu Ser Asp Pro Phe Ala lie Leu Ser Val 
100 105 110 

att aat tta act aat aat tta aat gtg gcc gtg att aaa caa ttg att 384 
lie Asn Leu Thr Asn Asn Leu Asn val Ala Val He Lys Gin Leu He 
115 120 125 

gaa tat att tea aat aaa acc aaa tct aaa act gaa ttc aat att att 432 
Glu Tyr He Ser Asn Lys Thr Lys Ser Lys Thr Glu Phe Asn He He 
130 135 140 

ttg aaa aaa ttg tta acc aat cag aac gat act act aga gat agg aaa 480 
Leu Lys Lys Leu Leu Thr Asn Gin Asn Asp Thr Thr Arg Asp Arg Lys 
145 150 155 160 

ttt aaa act gga tta ata att agt gaa aga ttt ata aat atg cca gtt 528 
Phe Lys Thr Gly Leu lie lie Ser Glu Arg Phe He Asn Met Pro Val 
165 170 175 

gaa gtg att cca cca atg tat aaa atg ctt tta caa gaa atg gaa aaa 576 
Glu Val He Pro Pro Met Tyr Lys Met Leu Leu Gin Glu Met Glu Lys 
180 185 190 

get gaa gat get cat gaa aat tat gaa ttt gat tat ttt tta att ata 624 
Ala Glu Asp Ala His Glu Asn Tyr Glu Pne Asp Tyr Phe Leu He He 
195 200 205 

tea aga gtt tat caa tta gtt gat cca gtg gaa aga gaa gat gaa gat 672 
Ser Arg Val Tyr Gin Leu Val Asp Pro Val Glu Arg Glu Asp Glu Asp 
210 215 220 



cac gaa aaa gaa tec aat cgt aaa aag aag aac aag aat. aag 
His Glu Lys Glu Ser Asn Arg Lys Lys Lys Asn Lys Asn Lys 
225 230 235 



aag 
Lys 



aag 
Lys 
240 



720 
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aaa ttg get aat aat gaa cca aaa cca ata gaa atg gat tat ttc cat 768 
Lys Leu Ala Asn Asn Glu Pro Lys Pro lie Glu Met Asp Tyr Phe His 
245 250 255 

ctt gaa gat caa att ttg gaa tea aat act caa ttt aaa gga ata ttt 816 
Leu Glu Asp Gin He Leu Glu Ser Asn Thr Gin Phe Ly9 Gly He Phe 
260 265 270 

gaa tat aat aat gaa aat aaa caa gaa aca gat tea aga aga gta ttt 864 
Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Lys Gin Glu Thr Asp Ser Arg Arg Val Phe 
275 280 285 

act gaa tat ggt att gat cct aaa tta agt tta ate tta att gat aaa 912 
Thr Glu Tyr Gly He Asp Pro Lys Leu Ser Leu He Leu He Asp Lys 
290 295 300 

gat aat tta get aaa tea gtc att gaa atg gaa caa caa ttc cca cct 960 
Asp Asn Leu Ala Lys Ser Val lie Glu Met Glu Gin' Gin Phe Pro Pro 
305 310 315 320 

cca taa 966 
Pro 



<210> 14 
<211> 322 
<212> 

<213> Candida albicans 
<400> 14 

Met Gly Lys Arg Arg Val Asp Glu Glu Ser Asp Ser Asp He Asp Val 
15 10 15 

Ser Ser Thr Asp Ser Glu Thr Glu Leu Glu Ser Thr Gin Gin Gin Gin 
20 25 30 



Gin Gin Gin Glu Gly Ala Thr Thr He Gin Glu Thr Val Asp Val Asp 
35 40 45 
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Phe Asp Phe Phe Asp Leu Asn Pro Gin He Asp Phe His Ala Thr Lys 
50 55 60 

Asn Phe Leu Arg Gin Leu Phe Gly Asp Asp Asn Gly Glu Phe Asn Leu 
65 70 75 80 

Ser Glu lie Ala Asp Leu He Leu Arg Glu Asn Ser Val Gly Thr Ser 
85 90 95 

He Lys Thr Glu Gly Met Glu Ser Asp Pro Phe Ala He Leu Ser Val 
100 105 110 

He Asn Leu Thr Asn Asn Leu Asn Val Ala Val He Lys Gin Leu He 
115 120 125 

Glu Tyr He Ser Asn Lys Thr Lys Ser Lys Thr Glu Phe Asn lie He 
130 135 140 

Leu Lys Lys Leu Leu Thr Asn Gin Asn Asp Thr Thr Arg Asp Arg Lys 
145 150 155 160 

Phe Lys Thr Gly Leu He He Ser Glu Arg Phe He Asn Met Pro Val 
165 170 175 

Glu Val He Pro Pro Met Tyr Lys Met Leu Leu Gin Glu Met Glu Lys 
180 185 190 

Ala Glu Asp Ala His Glu Asn Tyr Glu Phe Asp Tyr Phe Leu lie lie 
195 200 205 

Ser Arg Val Tyr Gin Leu Val Asp Pro Val Glu Arg Glu Asp Glu Asp 
210 215 220 

His Glu Lys Glu Ser Asn Arg Lys Lys Lys Asn Lys Asn Lys Lys Lys 
225 230 235 240 
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Lys Leu Ala Asn Asn Glu Pro Lys Pro He Glu Met Asp Tyr Phe His 
245 250 255 

Leu Glu Asp Gin He Leu Glu Ser Asn Thr Gin Phe Lys Gly He Phe 
260 265 270 

Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Lys Gin Glu Thr Asp Ser Arg Arg Val Phe 
275 280 285 

Thr Glu Tyr Gly lie Asp Pro Lys Leu Ser Leu He Leu He Asp Lys 
290 295 300 

Asp Asn Leu Ala Lys Ser Val He Glu Met Glu Gin Gin Phe Pro Pro 
305 310 315 320 

Pro 

<210> 15 
<211> 320 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 15 

caatttattc atggtccgtt ctggaaattg atttttggta aaactgctaa tgaattagaa 60 
aaatcgcaag atttgcccaa tgaatatatg attgtggaga atgtgccatt attaaataga 120 
tttattagta tacctaagga gtatggcgac ttaaattgtt cagcatttgt tgcgggtata 180 
attgagggag cacttgataa tagtggattc aatgccgatg ttacagcaca cacggtcgct 240 
acagatgcaa atccattaag aacagtattt ttgatcaagt ttgacgattc tgttttaatt 300 



agagagagtt tgagatttgg 



320 
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<210> 16 
<211> 295 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 16 

gttcatgttt ggtgactcag agcgtctcaa ctatattgtt cgattataca tacgaactcg 60 
attgagtaag ttgaataaat ttactatttt ttacatcaat gaaagcagtc aaaatgataa 120 
tttattgtcc aaagaggaaa gagattatat acacaaatat ttccagattt tgactcaatt 180 
atataacaac tgtttcctca aaaaactacc acaaatgttg acctatttgg atgacaccag 240 
tggtggacaa tcaatgatcg ttgagccaga tttagaccag cctgtgttta tcaaa 295 

<210> 17 
<211> 392 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 17 

atctctgata tgagatttgg ctttaaaggc gatttaattg aattggctcc agtgggagat 60 
gcaccaaaag atagttcatc cgacatacgt actcatatgg gactccatca tcattcggag 120 
accccacata tggcaggtta tacattgggt gagttggccc atttagccag atcgacttta 180 
gctggacaaa gatgcttgag cattcaaaca ttagggagaa tcttccataa attgggatta 24 0 
cataaataca gtatactacc aaaccagctc aatgatcaga gttttacaga tgaatcaaaa 300 
ctatcacttg actttgaaga tagacgtggg acttgataga ccaattacga atcattgaaa 360 



caataacaga ggcagctgat ggaaaaaaga cc 



392 
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<210> 18 
<211> 335 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 18 

attcccacac cggacgcttc gaggatatgg cccgaggcac acaagtatta caaggatcaa €0 
aagttcaagc agccagagac atatatcaag tttagtgcga cagtagagga cacagtgggt 120 
gcggagtaca atatggacga ggtagatgaa aagttttata gagagacact atgcaagtac 180 
tatcccaaaa agaaaaacaa gtcagatgag aacaatcgaa agtgtactga attggagttt 240 
gaaacaatct gtgacaagtt ggaaaagacc attgaagcac gacaaccgtt tttgtctatg 300 
gaccccagca acattctatc gtacgaggag ttgtc 335 

<210> 19 
<211> 326 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 19 

agatatagat aatgtattaa atttagaaga agatcaatat gaattaggat ttaaagaagg 60 
tcaaatacaa ggaacaaaag atcaatattt agaaggaaaa gaatatggtt atcaaactgg 120 
atttcaacga tttttaatca ttggttacat tcaagaatta atgaaatttt ggttatccca 180 
tatagatcaa tataataact cttcttcact tcggaatcat ttgaataatt tggaagatat 240 
tatggcacaa atttctataa cgaatggaga taaagaagtt gaagattatg aaaaaaatat 300 
taaaaaggca agaaataaat taagag 326 



78 



<210> 20 
<211> 374 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 20 

cctcaaattg atttccatgc tactaagaat ttttaagaca ttatttggtg atgataatgg 60 
agaatttaat ttaagtgaaa tagccgattt aattttacga gaaaattccg tggggacatc 120 
aattaaaact gaaggaatgg aaagtgatcc atttgcaatt ttaagtgtaa ttaatttaac 180 
taataattta aatgtggccg tgattaaaca attgattgaa tatattttaa ataaaaccaa 240 
atctaaaact gaattcaata ttattttgaa aaaattgtta accaatcaga acgatactac 300 
tagagatagg aaatttaaaa ctggattaat aattagtgaa agatttataa atatgccagt 360 
tgaagtgatt ccac 374 

<210> 21 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 21 

caatttattc atgttcgnat ctggaaattg atttt 35 



<210> 22 
<211> 29 
<212> ADM 

<213> Candida albicans 
<400> 22 

ccaaat-ctca aactctctct aattaaaac 29 



79 



<210> 23 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 23 

gttcatgttt ggtgactcag agcgtctcaa ctatattg 

<210> 24 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 24 

tttgataaac acaggctggt ctaaatctgg etc 

<210> 25 
<211> 32 
<212> ADM 

<213> Candida albicans 
<400> 25 

atctctgata tgagatttgg ctttaaaggc ga 

<210> 26 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 26 

ggtctttttt ccatcagctg cctctgttat tg 



<210> 27 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 27 

actcccacac cggacgcttc 



<210> 28 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 28 

gacaactcct cgtacgatag 

<210> 29 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 29 

agataatgta ttaaatttag 

<210> 30 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 
<400> 30 

ctcttaatct atttcttgcc 

<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 



<400> 31 

cctcaaattg atttccatgc 



<210> 32 
<211> 20 
<212> ADM 

<213> Candida albicans 
<400> 32 

gtggaatcac ttcaactggc 



Feuille rectifite 



1) Polynucleotides isol6s contenant chacun une sequence 
nucl6otidique choisie dans le groupe suivant: 

5 a) un polynucleotide ayant au moins 50 % ou au moins 60 

% et de preference au moins 70 % d' identity avec un 
polynucleotide codant pour un polypeptide ayant la meme 
fonction et ayant une sequence en acides amines homologue 
d'une sequence choisie parmi SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID 
10 N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14 

b) un polynucleotide complement aire du polynucleotide a) 

c) un polynucleotide comprenant au moins 15 bases 
cons6cutives du polynucleotide defini en a) et b) . 

2) Polynucleotides selon la revendication 1 tels que ces 
15 polynucleotides sont des ADN. 

3) Polynucleotides selon la revendication 1 tels que ces 
polynucleotides sont des ARN. 

4) Polynucleotides tels que definis k la revendication 2 
comprenant chacun une sequence de nucleotides choisie parmi 

20 SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 7, SEQ ID 
N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13, 

5) sequences d' ADN telles que definies aux revendications 1, 
2 et 4 caracterisees en ce que ces sequences d' ADN sont 
celles des genes codant respectivement pour des prot6ines de 

25 Candida albicans (ayant les memes fbnctions que les proteines 
PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, 
PCaDR361) et contenant chacune une sequence de nucleotides 
choisie parmi SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5, SEQ ID 
N° 7, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 11 et SEQ ID N° 13. 

30 6) sequences d' ADN de g£nes selon la revendication 5 codant 
chacune pour une sequence d' acides amines choisie parmi SEQ 
ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, 
SEQ ID N° 12 et SEQ ID N° 14. 

7) sequences d' ADN codant pour les proteines PCaDR472, 
35 PCaDR489, lPCaDR527, 2PC3DR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 
selon les revendications 5 et 6 ainsi que les sequences d'ADN 
qui hybrident avec celles-ci et/ou presentent des homologies 
signif icatives avec ces sequences ou des fragments de celles- 



36 

REVENDICATIONS 
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la cellule h6te est E. coli DH5 alpha ou £. coli XLl-Blue. 

16) Proc6d6 tel que d6fini & la revendication 13 dans 
laquelle la cellule hote est Saccharomyces cerevisae. 

17) L'un ou plusieurs des plasmides d§pos6s k la CNCM sous 

5 les.num6ros 1-2214, 1-2215, 1-2216, 1-2217, 1-2211, 1-2212 et 
1-2213. 

18) Proc6d6 de criblage de produits antifongiques caract6ris6 
en ce qu'il comprend une §tape ou l'on mesure l'activit§ de 
l'une des prolines PCaDR472, PCaDR489, lPCaDR527, 2PCaDR527, 

10 PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361, telles que dSfinies a la 

revendication 11, en presence de chacun des produits dont on 
souhaite determiner les propri6t6s antifongiques et l'on 
s61ectionne les produits ayant un effet inhibiteur sur cette 
activit6. 

15 19) Utilisation d'un produit s^lectionne par le proc6d6 selon 
la revendication 18 pour l'obtention d'un agent ant if ongique. 

20) Utilisation des genes de Candida albicans ou des 
prolines codees par ces genes selon l'une des revendications 
5 £ 11 pour la s61ection de produits ayant des propri6t6s 

20 antifongiques selon la revendication 19 comme inhibiteurs des 
prot6ines de Candida albicans codees par ces genes. 

21) Compositions pharmaceutiques renfermant £ titre de 
principe actif au moins un inhibiteur des prot§ines de 
Candida albicans tel que d6fini £ la revendication 20. 

25 22) Utilisation des compositions telles que d§finies a la 
revendication 21 comme agents antifongiques. 

23) Methode d' induction d'une reponse immunologique chez un 
mammifdre comprenant 1' inoculation h ce mammif^re d'un 
polypeptide tel que d6fini a la revendication 11 ou un 

30 fragment de ce polypeptide ayant la meme fonction de fagon 4 
produire un anticorps permettant de prot£ger 1' animal contre 
la maladie. 

24) Anticorps dirig6 contre un polypeptide tel que d6fini a 
la revendication 11 ou un fragment de ce polypeptide ayant la 

35 meme fonction. 

25) Anticorps tel que d6fini k la revendication 24 dirig6 
contre l'une quelconque des prolines PCaDR472, PCaDR489, 
lPCaDR527, 2PCaDR527, PCaFL024, PCaNL260, PCaDR361 ou un 
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fragment de ces proteines. 

26) Utilisation de l'un quelconque des g6nes CaDR472, 
CaDR489, lCaDR527, 2CaDR527, CaFL024, CaNL260 et CaDR361 ou 
de l'une quelcon,que des prot6ines cod6es par ces g£nes selon 

5 l'une des revendications 5 d 11 pour la preparation de 

compositions utiles pour le diagnostic ou le traitement de 
maladies caus§es par la levure pathog^ne Candida albicans. 

27) Kit pour le diagnostic d' infections fongiques comprenant 
une s6quence d'ADN tel que defini & l'une des revendications 

10 5 a 10 ou une sequence ayant une fonction similaire ou un 
fragment fonctionnel de cette sequence, le polypeptide code 
par cette sequence ou un fragment polypeptidique ayant la 
m§me fonction ou un anticorps dirige contre un tel 
polypeptide cod6 par cette sequence d'ADN ou contre un 

15 fragment de ce polypeptide. 
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Comparaison traduction sonde de CaDR472w x YDR472w : 

1 QFIHVRIWKLIFGKTXIELX 20 

: I I II :| :| :| 
151 NERIiQEKQTESLSNYITKMRRI^LKII^ILQFIHGTLWSYLFNHVSDDLV 200 
• • ' < • ■ 

21 NSQDLPME YMI VENVPLLNRFI S I PKEYGDLNCSAFVAG I IEGALDNSGF 70 

I : llllhl I I -I III ; II MM I i-ii 

201 KSSERDtTEYMIVDNFPTLTQF. .IPGE. .NVSCEYFVCGIIKGFLFNAGF 246 

71 NADVTAHTVATDANPLRTVFLIKFDDSVLIRESLRF. . 106 

I I I I - • MhlMI II II III 
247 PCGVTAHRMPQGGHSQRTVYLIQFDRQVLDREGLRFG* 284 



FIGURE 1 
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Comparaison traduction sonde de CaDR489 x YDR489W : 



1 FMFGDSERLNYIVRLYIRTRLSK 23 

I « Ml :::| III I I I I 
101 ISMGFLDMQNASNANPPMPNESKLPLLCMETELERLKFVIRSYIRCRLSK 150 

• • • • • 

24 LNKFTI FY INES SQNDN LLSKEERDYIHKYFQILTQLYNNCFL 66 

:.||.: |: : .:.:| I I I I : I | : | .| |. | 

151 IDKFSL .YLRQLNEDENSLISLTDLLSKDEIKYHDTHSLIWLKLVKDSIL 199 

• ■ • • • 

67 KKLPQMLTYLDDTSGGQSMIVEPDLDQPVFIK. 98 

I :h I -M I -M III Ill 
200 KYMPEELQAINDTEGSVNMIDEPDWNKFVFIHVNGPPDGKWNEDPLLQEN 249 



FIGURE 2 
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Comparaison traduction sonde de CaDR527 x YDR527w : 



1 1 SDMRFGFKGDL I E 14 

:h II I ilh 

251 DKLHEKYFPDLPKEVDKLKWMQPVQQKTDKNY I IEDVSECRFDFNGDLV . 299 
• • » • • 

15 lAPVGDAiPKDSSSDIRTHMGIJiHHSETPHMAGYTLGELAHLARSTLAGQR 64 

I I I lllllh-l :|||h II llllll II 

300 PPTRQIDSTIHSGLHHHSDSPELAGYT1VELEHLARSTFPSQR 342 

65 CLSIQTLGRIFHKLGLHKYSILPNQLNDQSFTDESKLSIjDFEDRCGT**T 114 

h.lllllll :||l I I - - s| • h - 

343 CIAIQTLGRILYKLGQKSYYQLVPEIDADTYKEDGSIS.NVMDKIYSMF. 390 

115 NYESLKQ*QRQLMEKR 130 

:: :| ...| 

391 . WDLIKDG . . KVIESLEISSDEKFTRNLSVRNYAIDALWLWKQGGGDFRT 437 



FIGURE 3 
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Comparaison traduction sonde de CaFL024 x YFL024C : 



1 I PTPDASRIWPEAHKY YKDQKFKQPETY IK 30 

lllllll I I hi I- .III 
101 EVHLHRILQMGSGHTKHKDYIPTPDASMTWNEYDKFYTG . SFQETTSYIK 149 . 

• * , • • ■ 

31 FSATVEDTVGVEYNMDEVDEKFYRETLCKYYPKKKNKSDENNRKCTELEF 80 

lllllll I Mill II I I ■ I II II II 

150 FSATVEDCCGTNYNMDERDETFLNEQV NKGSSD ILTEDEF 189 

• • ■ > a 

81 ETICDKLEKTIEARQPFLSMDPSNILSYEEL Ill 

I : I II MINIMI MMMM 

190 EILCSSFEHAIHERQPFLSMDPESILSFEELKPTLIKSDMADFNLRNQLN 23 9 



FIGURE 4 



5/6 



Comparaison traduction sonde de CaNL260c.x YNL260C . : 

■ • • • • 

1 DIDNVLNLEEDQY 13 

I I MM II I 

1 MVRNRFIRKMKKNLFKSNHLSY^ 50 

• • • • 

14 ELGFKEGQIQGTKDQYLEGKEYGYQTGFQRFLIIGYIQELMKFWLSHIDQ 63 

: II III : I =MI|:|I I Kill ::| .: I h 
51 QEGFLEGQNENIKQSFLEGKQYGLQVGFQRFTLLGQMEGLCDV IES 96 

• • • ♦ . 

64 YN . NSSSLRNHLNNLEDIMAQISITNGDKEVEDYEKNIKKARNKLR 108 

I -I -I : H : . || . | : : | : : | : | | | 

97 YGLHSPTLEKNIHTIRTLMKGLKMNNDDESVMEFERVLIKLKNKPRTILI 146 



FIGURE 5 



6/6 



Comparaison traduction sonde de CaDR361 x YDR361c : 

1 LKLISMLLRIFKTLFG. DDNGEFNLSEIADLILRENS 36 

' Ml Ml II MUM I 

51 IDFDFFGGNPEVDFHALKNLLR. . .QLFGPQESTRIQLSSLADLIL. .GS 95 

37 VGTSIKTEGMESDPFAILSVINLTNNLNVAVIKQLIEYILNKTKSICrEFN 86 

l-llhl M I h II I I :|: | 

96 PTTT I KTDGKESD P YCFLSFVDFKAN HLSDYVKYLQKVDMRLS 138 

87 1 1 LKKLLTNQNDTTRDRKFKTGLI I SERFINMPVEVI P 124 

I .= = • I h = l|| I I I I Ihl 

139 TFFKTMIDSGNK NCALVLSERLINMPPEWPPLYKITLEDVAT 181 



FIGURE 6 



